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I. Biologie du HIV-1 
 
 
I.1.  Découverte et origine 
 
Le virus de l’immunodéficience humaine ou HIV est un rétrovirus humain du genre 
lentivirus. Ce virus est responsable de pathologies à évolutions lentes rassemblées sous le 
nom de « Syndrome de l’Immunodéficience Acquise » ou SIDA. Il existe deux types de HIV, 
le HIV-1 et le HIV-2, présentant environ 42% d’homologie au niveau de leur génome, mais 
différents entre autres par leur taux de transmission, leur virulence, et les réponses 
immunitaires qu’ils déclenchent.  
 
Le syndrome du SIDA,  résultant d’une infection par le HIV-1, a été mis en évidence en 1981 
après le recensement aux Etats-Unis d’un petit nombre d’hommes homosexuels présentant 
différents symptômes communs. Parmi ceux-ci, des pneumonies à Pneumocystis carinii 
(champignon) et un type de cancer, le sarcome de Kaposi, sont tous deux liés à un état 
d’immunodépression profonde. Par la suite, d’autres groupes souffrant des mêmes symptômes  
rejoignent le groupe des homosexuels, comme les toxicomanes par injection intraveineuse 
d’héroïne et les hémophiles. Les examens de laboratoire révèlent alors chez tous les malades 
un effondrement de l’immunité cellulaire, caractérisé principalement par la quasi disparition 
des cellules à rôle central dans l’immunité, les lymphocytes T auxiliaires (T CD4+). 
L’existence d’un réel problème sanitaire est alors avérée. La transmission par voie sexuelle et 
par voie sanguine laisse suspecter une origine virale du SIDA, et le professeur Robert Gallo, 
qui a découvert en 1980 le premier rétrovirus humain HTLV-1, considère ce dernier comme la 
cause probable du SIDA. Cependant, des observations microscopiques du virus isolé ainsi que 
des analyses immunologiques révèlent l’identification d’un nouveau virus, non transformant 
comme le HTLV-1, mais attaquant les lymphocytes T pour les détruire, le virus HIV-1 
(Barre-Sinoussi et al., 1983 ; Gallo et al., 1983).  
 
 Il a été montré que l’épidémie de SIDA est le résultat d’une zoonose virale (Hahn et 
al., 2000), et des analyses phylogénétiques indiquent de nombreux événements de 
transmission inter-espèces entre des souches virales simiennes de type SIV (Simian 
Immunodéficiency Virus) et l’être humain. L’émergence du HIV-1 semble donc provenir 
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d’une transmission entre l’Homme et le chimpanzé, qui peut être expliquée par la cohabitation 
géographique des deux espèces.  
 
I.2. Epidémiologie et transmission 
 
 Depuis 1981, le HIV a infecté plus de 50 millions de personnes, soit 1 à 2% de la 
population mondiale,  et en a tué plus de 17 millions (ONUSIDA and OMS, 2006). Chaque 
jour, on ne recense pas moins de 11 000 nouveaux cas d’infection par le HIV, dont 10% 
d’enfants de moins de 15 ans et environ 50% de femmes. A l’heure actuelle, le nombre de 
personnes vivant avec le HIV est estimé à environ 39 millions, dont près de 25 millions vivent 
en Afrique subsaharienne, berceau de la maladie, et plus de 7 millions en Asie (Figure 1). Il 
est également important de noter que 95% des nouveaux cas d’infection ont lieu dans les pays 
à revenu faible et moyen. Dans ces pays, les malades ne peuvent pas avoir accès aux 




 Le virus peut être isolé de la plupart des liquides biologiques dont le sang, le sperme, 
les sécrétions vaginales et le lait maternel. C’est un virus fragile qui ne peut se transmettre 
qu’à l’occasion de contacts interhumains rapprochés. La transmission par voie sexuelle est le 
mode de contamination le plus fréquent (70 à 80 % des cas d’infection).  
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Elle peut s’effectuer au cours de rapports homosexuels ou hétérosexuels, et le risque de 
transmission augmente en cas de partenaires multiples ou de maladies sexuellement 
transmissibles (MST). La seconde voie d’infection est la transmission par voie sanguine, entre 
toxicomanes (40% des cas d’infection), ou lors d’accidents professionnels (risque estimé à 
0.4%). La contamination au cours d’une transfusion sanguine est désormais minimisée par un 
dépistage systématique des dons du sang (risque résiduel estimé à 1 cas sur 500 000). Enfin, 
la transmission materno-fœtale représente un taux de risque de 13 à 20%, qui dépend avant 
tout de la charge virale de la mère. Cette transmission peut se faire in utero dans les deux 
derniers mois de la grossesse (35% des cas), mais surtout lors de l’accouchement (65% des 
cas). La contamination par l’allaitement maternel représente également un facteur de risque, 




I.3. Pathologie du HIV-1 
 
Suite à son entrée dans l’organisme, le HIV-1 entraîne une infection irréversible et chronique, 
puisqu’il ne cesse de se reproduire et qu’il détourne les réponses immunitaires en générant de 
multiples variants. Le système immunitaire tente de s’adapter aux nouveaux virus, mais au 
cours des années les variations incessantes du HIV-1 finissent par épuiser les défenses de 
l’organisme hôte. Il s’en suit alors une réplication incontrôlée du virus et la disparition 
complète des lymphocytes T CD4+. 
Dès la primo-infection, une multiplication intense du virus a lieu : chaque jour, un individu 
infecté produit cent millions à un milliard de virus, tandis que plusieurs centaines de millions 
de lymphocytes T auxiliaires sont détruits et remplacés. Cette phase est pour la moitié des cas 
asymptomatique, et dans le cas où des symptômes apparaissent, ceux-ci ressemblent à ceux 
observés lors d’affections virales aiguës et passent souvent inaperçus. 
 Le système immunitaire réagissant à l’infection, le nombre de virus diminue progressivement 
dans le sang, mais il se réplique activement dans les tissus lymphoïdes : c’est la phase 
asymptomatique, qui peut être très longue (10 à 15 ans), et durant laquelle les lymphocytes T 
CD4+ vont lentement diminuer. On parle alors de séropositivité, mais pas encore de SIDA.  
La dernière phase est la phase clinique, qui correspond au SIDA proprement dit, et qui 
apparaît lorsque le nombre de lymphocytes T CD4+ devient inférieur à 200/mm3. Les 
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manifestations les plus fréquentes sont les infections opportunistes, infections graves 
provoquées par un micro-organisme habituellement non pathogène, mais qui profite de 
l’opportunité de l’immunodéficience pour entraîner des pathologies sévères. Les principaux 
micro-organismes opportunistes sont des bactéries (Salmonella, Mycobacterium tuberculosis, 
Mycobacterium avium), des protozoaires (Leishmania, Toxoplasme, Microsporidium….), des 
champignons (Candida, Aspergillus, Cryptococcus..), et des virus (Herpès Simplex, Epstein-
Barr, Cytomégalovirus). L’immunodépression est également responsable de l’apparition de 
cancers, comme le sarcome de Kaposi et des lymphomes.  
 
 Dans la majorité des cas, les signes cliniques de déficit immunitaire apparaissent 
pendant les dix années suivant la séroconversion. Néanmoins, 5 à 10% des sujets demeurent 
cliniquement sains et immunologiquement normaux au-delà d’une décennie : ce sont des 
sujets dits « non-progresseurs à long terme », et dont la charge virale plasmatique est basse 
voire indétectable sans traitement antirétroviral, mais elle persiste (Rosenberg et al., 1997). 
Ces individus montrent des réponses vigoureuses et persistantes par les lymphocytes T CD4+, 
associées avec le contrôle de la charge virale. De nombreux travaux s’intéressent à ces sujets, 
afin de mieux comprendre les facteurs à l’origine de cette non-progression, qui pourraient 
servir au traitement de la maladie.  
 
Par ailleurs, on a remarqué que dans des groupes de sujets à haut risque, comme les 
hémophiles ayant été transfusé avec du sang contaminé ou des homosexuels dont les 
partenaires étaient morts du SIDA, certains sujets n’étaient cliniquement pas atteints du 
SIDA. Ces sujets sont homozygotes pour une mutation dans le gène codant pour le 
corécepteur CCR5 : la protéine a perdu son domaine transmembranaire, elle est donc absente 
de la membrane des cellules immunitaires et ne peut pas jouer son rôle de corécepteur pour 
l’entrée du HIV-1. Cette anomalie serait rencontrée chez moins de 1% de la population (Liu et 
al., 1996).  
 
I.4. Morphologie du virion 
 
 Les particules virales du HIV-1 ont une forme sphérique d’un diamètre d’environ 120 
à 160 nm. Elles sont protégées par une enveloppe, constituée d’une bicouche lipidique dans 
laquelle sont ancrées des spicules d’origine virale, formées de l’association entre la  protéine 
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de surface gp120 et la protéine transmembranaire gp41. Ces deux glycoprotéines sont 
indispensables à l’entrée du virus dans les cellules cibles, puisqu’elles participent à la fixation 
puis à la fusion de l’enveloppe virale avec la membrane cellulaire. Le corps viral (core) est 
composé de deux molécules d’ARN étroitement associées à des protéines de nucléocapside 
(NC), qui les réunissent et les protègent de l’activité des enzymes cellulaires. Ce corps 
renferme également les enzymes virales (transcriptase inverse RT, intégrase IN, et protéase 
PR), l’ensemble étant entouré par des protéines de capside (CA). Les protéines de matrice 
(MA) tapissent la face interne de l’enveloppe, contribuant ainsi à la structuration de la 





I.5. Cycle viral 
 
 Le cycle viral du HIV-1 suit celui des autres rétrovirus, et se distingue en deux 
phases : une phase précoce et une phase tardive (Figure 3).  
 
I.5.1.Phase précoce : du virus (ARN) au provirus (ADN) 
 
La première étape du cycle viral est la fixation du virus sur la cellule cible, par 
reconnaissance entre la protéine virale gp120 et le récepteur CD4 présent sur la surface 
cellulaire. Ce récepteur est présent à la surface des lymphocytes T auxiliaires, des 
macrophages, des cellules dendritiques dans les ganglions, la rate et l’épiderme, ou encore des 
cellules microgliales du cerveau.  
Ce contact n’est pas suffisant pour induire la pénétration du virus dans la cellule. Deux 
corécepteurs jouent également un rôle in vivo : le récepteur aux α-chimiokines CXCR4 et le 
récepteur aux β-chimiokines CCR5.Le complexe trimérique gp120-CD4-corécepteur induit 
un changement conformationnel de la glycoprotéine gp41 qui va pouvoir exercer son activité 
fusionnante. Il y a alors fusion de l’enveloppe virale avec la membrane cellulaire, provoquant  
la pénétration de la nucléocapside virale dans le cytoplasme de la cellule (Clapham and 
McKnight, 2002). Une fois dans le cytoplasme, la capside se désagrège afin de libérer le 
génome viral, qui est converti en un « complexe de transcription inverse » (RTC) et sera 
rétrotranscrit.  
L’étape de transcription inverse est une caractéristique des Rétrovirus qui a lieu 
majoritairement dans le cytoplasme de la cellule hôte, mais qui est initiée dans la particule 
virale (Lori et al., 1992). Elle s’effectue grâce à une enzyme particulière du virus, la 
transcriptase inverse ou RT (Reverse Transcriptase), et entraîne la formation d’un ADN 
bicaténaire, réplique des deux molécules d’ARN génomique viral. Les séquences ADN qui en 
résultent ne sont souvent pas rigoureusement identiques à la séquence virale initiale, d’où 
l’émergence de virus hétérogènes. En effet, la transcriptase inverse a une faible affinité pour 
l’ARN, ce qui entraîne des sauts d’un brin d’ARN viral à l’autre. Il en résulte un ADN 
proviral recombinant, contenant des séquences dérivant de chacun des deux ARN parentaux 
(Negroni and Buc, 2001). Par ailleurs, la RT est une enzyme peu fidèle, ce qui provoque 
régulièrement des mutations dans l’ADN néosynthétisé (3.10-5 mutation par cycle de 
réplication).  
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L’import nucléaire de l’ADN proviral fait intervenir un ensemble de protéines pour 
constituer un complexe de préintégration ou PIC. Ce complexe spécifique contient notamment 
les protéines virales MA, IN, NC et Vpr, mais sa composition exacte n’est pas encore définie 
(Adachi et al., 1999). Celui-ci est capable de traverser la membrane nucléaire pour permettre à 
l’ADN proviral d’accéder aux chromosomes de la cellule hôte, où il s’intègre de manière 
aléatoire sous forme d’un provirus.  
L’étape d’intégration est assurée par l’intégrase virale, qui induit le clivage à la fois des deux 
brins de l’ADN proviral et de l’ADN cellulaire, et permet l’insertion du provirus. Des 
enzymes cellulaires achèvent la réparation de la séquence joignant les deux ADN, et le 
provirus intégré se comporte comme n’importe quel gène cellulaire (Van Maele and Debyser, 
2005).   
 
I.5.2. Phase tardive : du provirus aux nouveaux virions 
 
L’expression des gènes du virus dépend à la fois de l’activité de protéines virales régulatrices 
et de la coopération de facteurs cellulaires. En particulier, la protéine régulatrice Tat intervient 
rapidement afin d’orienter l’ARN polymérase II cellulaire vers la transcription des gènes 
viraux. Par ailleurs, l’expression de la protéine Rev va permettre la synthèse des protéines de 
structure et des enzymes du virus. Ainsi, l’expression des protéines virales régulatrices  
provoque la transition de la phase précoce à la phase tardive, où sont produites les protéines 
permettant la génération de particules virales complètes.  
 
La transcription du provirus est amorcée par des facteurs de transcription cellulaires, puis 
elle s’amplifie sous l’action de la protéine virale Tat. Cette protéine régulatrice est un trans -
activateur puissant de la transcription qui intervient au niveau de la séquence LTR (Long 
Terminal Repeat) du génome viral. Les ARN messagers viraux (ARNm) ainsi formés sont 
alors maturés par épissage, conduisant à différents types d’ARNm. Les ARN multi-épissés 
(1.7 à 2 kb) codent pour les protéines régulatrices Tat, Nef et Rev. Cette dernière intervient 
pour l’export vers le cytoplasme des deux autres types d’ARNm, les ARN partiellement 
épissées (environ 4 kb) codant pour les protéines Env, Vif, Vpu et Vpr, et les ARN non 
épissés (environ 9,2 kb) codant pour les précurseurs protéiques Gag, Pol et Pro. Ce dernier 
type d’ARN sert également d’ARN génomique viral, qui sera encapsidé dans les nouveaux 
virions (Pollard and Malim, 1998).  
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La synthèse des protéines virales a lieu dans le cytoplasme de la cellule hôte. Certains 
ARNm sont re-transloqués dans des compartiments cytoplasmiques spécifiques pour y être 
traduits en protéines, comme le gène env qui est traduit au niveau du réticulum 
endoplasmique.  
 
L’assemblage des particules virales est dirigé par la polyprotéine Gag. Il est en effet initié par 
la multimérisation de cette protéine, ce qui conduit à la condensation des précurseurs Gag et 
Gag-Pro-Pol et à la liaison de Gag avec l’ARN génomique (Zhang et al., 1996). L’ARN 
dimère ainsi recouvert va être dirigé vers les membranes cellulaires grâce au domaine MA de 
Gag, qui a une bonne affinité pour les membranes comme la membrane plasmique ou celle de 
certains endosomes (Gonzalez et al., 1993). Des interactions entre le domaine MA et la 
protéine transmembranaire gp41 entraînent l’association des autres protéines virales pour 
recouvrir l’ARN génomique et former des particules virales (Dorfman et al., 1994).  
 
L’étape de bourgeonnement permet la structuration des particules virales au niveau de la 
membrane et leur libération. Ce processus implique une restructuration locale du 
cytosquelette (Demirov and Freed, 2004), et fait intervenir le peptide p6 de Gag ainsi que 
l’ubiquitine, protéine cellulaire qui intervient comme signal pour les mouvements des 
protéines dans les différentes vésicules membranaires (Ott et al., 1998). 
Il est en général considéré que l’assemblage et le bourgeonnement des particules virales a lieu 
à la membrane plasmique des cellules infectées. Cependant, des études récentes montrent que 
dans certains types cellulaires, les particules virales peuvent s’assembler au niveau de la 
membrane des endosomes tardifs, pour être libérés par exocytose (Muriaux et al., 2004). Il a 
ainsi été montré que dans des cellules épithéliales humaines, le HIV-1 utilise la voie de 
l’endocytose/exocytose pour la libération de ses nouveaux virions (Grigorov et al., 2006).  
 
Les particules virales ainsi libérées sont immatures. La maturation des différents précurseurs 
intervient pendant l’assemblage et après bourgeonnement, sous l’action de la protéase virale 
qui  clive les précurseurs Gag, Gag-Pro-Pol et Env, et conduit à la formation de virus matures 












I.6. Le génome viral 
 
 I.6.1. Organisation du génome 
 
Le génome des lentivirus est constitué de deux brins d’ARN (+) identiques et associés en 
dimère. Bien que de polarité positive, ces ARN ne sont pas utilisés directement comme ARN 
messagers, mais ils sont rétrotranscrits en ADN double brin qui s’intègre dans le génome de la 
cellule hôte (Figure 4). 
 Le génome du HIV-1, d’une taille d’environ 9,2 kb, permet l’expression de neuf gènes 
codant pour les protéines de structure (gag), les protéines d’enveloppe (env), les enzymes 
(pro-pol), ainsi que pour les gènes de régulation tat, rev, nef, vif, vpr et vpu. Ces séquences 
géniques sont bordées à leurs deux extrémités par de longues régions non codantes 





Les régions non codantes sont les régions stratégiques du virus. On y trouve de nombreux 
signaux de régulation de la transcription et de la traduction, des séquences d’amorçage de la 
réplication, ainsi que des signaux pour l’intégration et l’encapsidation.  
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Parmi ceux-ci se trouvent deux longues régions terminales non codantes, les LTR (Long 
Terminal Repeat), situées de part et d’autre de la séquence provirale. Ce sont des éléments 
ADN constitués de trois régions principales : U3, R et U5. Chacune de ces trois régions, bien 
qu’identiques en séquences entre les deux LTR 5’ et 3’, ont des fonctions variables. En effet, 
le LTR 5’ est un promoteur puissant de la transcription, possédant des sites de liaison aux 
facteurs de transcription Sp1 et NF-κB. Par ailleurs, une séquence ARN issue de la 
transcription basale à partir de ce promoteur est reconnue par Tat, la séquence TAR, ce qui va 
stimuler la transcription virale. Cet élément TAR est également important pour les étapes de 
traduction et d’encapsidation. En 3’, le LTR contient notamment le signal de polyadénylation 
essentiel à la maturation des ARNm. C’est également un promoteur potentiellement capable 
d’activer un gène cellulaire situé à proximité.  
En aval de la région 5’ UTR de l’ARN génomique se trouvent le PBS (Primer Binding Site) 
qui est nécessaire à la transcription inverse, la région de dimérisation DIS (Dimerisation 
Initiation Site) qui forme le dimère d’ARN génomique par interaction avec la séquence DIS 
d’un autre ARN, ainsi que le site donneur d’épissage SD (Donor Site), servant à la maturation 
des ARNm.  
Au sein du gène env se situe un élément de réponse à la protéine régulatrice Rev, le RRE (Rev 
Responsive Element). Ce RRE forme une structure secondaire qui interagit directement avec 
Rev, permettant l’export des ARNm viraux non ou partiellement épissés (contenant le RRE) 
vers le cytoplasme.  
 
I.6.2. Les protéines virales  
 
Les différentes protéines virales sont synthétisées au cours du cycle viral selon un schéma 
bien défini, régulé à la fois par des facteurs cellulaires et certaines protéines régulatrices du 
virus. Les enzymes et les protéines de structure participent à la formation des nouvelles 
particules virales, tandis que les protéines régulatrices interviennent dans la pathogenèse et le 
contrôle des réponses de l’organisme hôte (Cullen, 1998 ; Li et al., 2005) 
 
Les premiers événements de traduction interviennent à partir des ARN multi-épissés présents 
dans le cytoplasme, pour produire les protéines régulatrices Tat et Rev. Les processus de 
transcription sont alors fortement stimulés sous l’action de Tat, et la présence de Rev permet 
l’apparition dans le cytoplasme d’ARN messagers viraux mono-épissés et non-épissés, qui 
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seront traduits en protéines accessoires (Vif, Nef, Vpr et Vpu) et en protéines de structure et 
enzymes (Gag, Pol, Env).  
 
Tat (Trans-activator of Transcription) est un activateur puissant de la transcription du 
provirus en ARNm et en ARN génomique. Cette protéine nucléaire participe au remodelage 
de la chromatine au niveau du site d’intégration du provirus, le rendant plus « conforme »  
pour la transcription. En effet, Tat se fixe sur une séquence structurée située dans la région 5’ 
UTR de l’ARN génomique, l’élément TAR (Transactivation-responsive Region), et recrute 
un ensemble de facteurs de transcription cellulaires (Zhou and Sharp, 1995). Tat est 
également capable d‘activer le facteur de transcription NF-κB, qui se lie sur l’élément 
enhancer du LTR ou sur des gènes cellulaires pour stimuler la transcription (Marcello et al., 
2001).  
Outre ce rôle crucial dans l’activation de la transcription virale, Tat est associée à de 
nombreuses activités. En particulier, Tat est un modulateur important des réponses 
inflammatoires liées à l’infection par le HIV-1. En effet, Tat possède la capacité de rentrer 
dans les cellules grâce à une région de sa séquence riche en résidus basiques appelée PTD 
(Protein Transduction Domain), et peut affecter les différentes voies de signalisation  
cellulaires. Par cette action, Tat est pour partie responsable de la destruction massive des 
lymphocytes T et des cellules endothéliales du cerveau, ainsi que du développement de 
tumeurs, à l’origine des désordres immunitaires et neurologiques associés au syndrome du 
SIDA (Yang et al., 2003 ; Lee et al., 2005 ). 
 
Rev (Regulator of Expression of Viral proteins) est une protéine essentielle à la réplication 
virale, puisqu’elle permet la traduction des protéines de structure et des enzymes virales, et 
l’accumulation de molécules d’ARN génomique complet qui seront encapsidées dans les 
nouveaux virions (Terwilliger et al., 1988). En effet, Rev reconnaît spécifiquement un 
élément présent sur tous les ARNm  viraux non complètement épissés, le RRE (Rev-
Responsive Element), et utilise les systèmes de transport cellulaires pour les exporter vers le 
cytoplasme (Malim et al., 1989a).  
Je développerai les fonctions et modes d’action de ces deux protéines régulatrices dans un 
prochain chapitre, puisque Rev constitue le sujet principal de mon travail de thèse, et que 
certaines propriétés fondamentales de Tat pour la réplication virale ont été exploitées pour 
mes travaux.  
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Nef est un facteur aux effets multiples sur la réplication virale. Il a d’abord été montré que 
Nef avait un effet répresseur sur la transcription d’où le nom de Negative regulatory Factor 
(Cheng-Mayer et al., 1989). Cependant, d’autres auteurs ont rapidement démontré un rôle 
important de Nef à différentes étapes du cycle viral, ainsi qu’un rôle positif sur la pathogénèse 
virale. En effet, Nef module l’expression de récepteurs à la surface des cellules infectées, et 
en particulier le récepteur CD4 et les molécules du CMH de classe I (Complexe Majeur 
d’Histocompatibilité), essentiels à la réponse immunitaire. En effet, Nef interagit avec les 
protéines adaptatrices AP-1 et AP-2 (Adaptator Complex), qui sont impliqués dans 
l’endocytose et la dégradation de récepteurs présents à la surface cellulaire, dont CD4 (Janvier 
et al., 2003). Cette régulation affecte l’efficacité de la réponse immunitaire, et accélère la 
multiplication du virus. Par ailleurs, Nef stimule l’infectivité du virion, en induisant un 
remodelage du cytosquelette d’actine (Campbell et al., 2004 ), et altère la production de 
certaines chimiokines pour répandre l’infection (Schmidtmayerova et al., 1996 ; Wang et al., 
2000). Elle est également impliquée dans la résistance des cellules infectées contre l’apoptose 
médiée par Tat, et régule le transport du cholestérol dans les cellules infectées en le recrutant 
pour l’assemblage et le bourgeonnement des particules virales (Zheng et al., 2003a).  
 
Vif (Virion Infectivity Factor) est fortement exprimée lors de la phase tardive du cycle viral. 
Elle est essentielle pour la production de virions dans certains types cellulaires dits 
« restrictifs », comme les lymphocytes primaires et les macrophages, alors que des virus Δvif 
se répliquent efficacement dans des cellules dites « permissives » (Cullen, 1998). La fonction 
exacte de Vif dans l’infection des cellules « restrictives » est longtemps restée incomprise, 
mais on sait maintenant que Vif cible certains facteurs cellulaires dits « de restriction » , qui 
inhibent la réplication du virus. En particulier, Vif bloque l’action antivirale de APOBEC3G, 
une protéine de la famille des cytidine désaminases qui s’incorpore aux particules virales et 
induit des mutations dans le génome viral, délétères pour la multiplication du virus (Santa-
Marta et al., 2005). Vif intervient également dans la transcription inverse en stimulant 
l’activité de la RT (Cancio et al., 2004).  
 
Vpu (Viral Protein u) est une petite protéine membranaire qui stimule la libération des 
nouveaux virions et induit la dégradation de CD4. En effet, il a été montré que Vpu inhibe 
l’activité de TASK-1, une protéine formant des canaux potassium qui seraient impliquées 
dans la rétention des particules virales au niveau des membranes cellulaires (Hsu et al., 
2004 ). Par ailleurs, Vpu interagit avec le domaine cytoplasmique de CD4 et plusieurs 
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membres de la machinerie d’ubiquitylation, provoquant l’ubiquitylation de CD4 et sa 
dégradation, probablement par le protéasome (Margottin et al., 1998 ). 
 
Vpr (Viral Protein r) est retrouvée à la fois dans les virions, dans les cellules, et dans le 
sérum et le liquide céphalorachidien des patients infectés, suggérant une action vaste sur de 
nombreuses cibles. En effet, Vpr participe à l’import du complexe de pré-intégration dans le 
noyau, probablement en stabilisant l’interaction entre des facteurs de l’import nucléaire et la 
protéine virale MA (Adachi, 1999). D’autre part, elle interfère avec la progression du cycle 
cellulaire, en induisant l’arrêt rapide des cellules en phase G2/M. Cette interruption du cycle 
permet d’augmenter la réplication virale, notamment en stimulant l’activité du LTR 
(Bukrinsky and Adzhubei, 1999). Par ailleurs, Vpr possède une séquence d’export nucléaire 
(Nuclear Export Sequence, NES), qui lui permettrait d’être incorporée dans les nouveaux 
virions (Sherman et al., 2003). 
 
Les protéines Gag, Pol et Env sont les protéines majoritaires du virus. Elles sont exprimées à 
partir des ARN non ou partiellement épissés et sont traduites sous formes de précurseurs 
polyprotéiques. Leur clivage par la protéase virale ou par des protéases cellulaires génère les 






La traduction de l’ARN non épissé (ARN génomique) produit deux polyprotéines : le 
précurseur Gag p55 et le précurseur Gag-Pro-Pol p180, où le gène Gag est incomplet et est 
formé suite à un saut de phase de lecture d’un nucléotide en amont (-1). Ce saut de phase a 
lieu approximativement une fois sur 20,  d’où l’abondance du précurseur Gag en large excès 
par rapport à Gag-Pro-Pol.  
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La protéase virale est synthétisée en fusion avec la polyprotéine Gag, et  libérée sous sa forme 
mature par autoclivage. Elle est responsable de la maturation virale en clivant les précurseurs 
Gag et Gag-Pro-Pol.  
La maturation du précurseur Gag (internal group specific antigen) conduit à la libération des 
protéines de matrice (MA, p16), de capside (CA, p24), de nucléocapside (NC, p7), et du 
peptide p6. 
La protéine MA, qui tapisse la face interne du virus mature, joue un rôle dans le guidage du 
précurseur Gag vers la membrane plasmique, où s’effectue sa maturation par la protéase 
virale (Gottlinger et al., 1989). En effet, MA est myristoylée dans la cellule, groupement 
myristate qui est nécessaire à l’ancrage de Gag à la membrane cellulaire. Cet ancrage initie le 
processus d’assemblage du virus, qui implique entre autres l’association des protéines Gag et 
le recrutement de la protéine gp41 à la membrane (Dorfman et al., 1994). Elle semble 
également contribuer à l’import du PIC dans le noyau, puisqu’elle possède des signaux de 
localisation nucléaire (Nuclear Localisation Signal, NLS) et qu’elle s’associe avec certains 
facteurs cellulaires de l’import (Adachi et al., 1999 ). 
 
La protéine CA s’assemble sous forme d’hexamères associés en une structure serrée qui 
protège le génome ARN  au cœur de la particule virale. La région CA dans le précurseur Gag 
est également impliquée dans la multimérisation des protéines Gag (Zhang et al., 1996).  Dans 
les cellules dites « restrictives » à l’infection, le pool de CA serait activement dégradé, sous 
l’action d’une protéine de la famille TRIM, TRIM5α (Tripartite Motif). Cette protéine forme 
en effet des trimères, qui semblent s’insérer parfaitement dans la structure de la capside et 
pourraient entraîner sa désintégration (Li et al., 2000).  
 
La protéine NC, associée à l’ARN, joue le rôle de chaperonne, assistant ainsi les étapes de 
transcription inverse, d’intégration  et d’assemblage (Berthoux et al., 1997  ; Bampi et al., 
2004).  
 
Le peptide p6 participe à l’assemblage et au bourgeonnement des nouvelles particules virales 
pour leur libération (Campbell and Rein, 1999). En effet, p6 intervient dans l’incorporation 
des protéines virales Nef et Vpr dans les virions (Costa et al., 2004 ; Paxton et al., 1993). Ce 
peptide fixe également l’ubiquitine, protéine impliquée dans la formation des vésicules pour 
le trafic intracellulaire.  
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La maturation du précurseur Gag-Pro-Pol conduit à la libération des enzymes du virus : la 
protéase (PR), la transcriptase inverse (RT) et l’intégrase (IN).  
 
Comme déjà mentionné, la protéase joue un rôle central dans la maturation du virus, mais 
elle est également capable de cliver des substrats cellulaires comme le facteur anti-
apoptotique Bcl-2 (Strack et al., 1996) ou encore le facteur de transcription eIF-4GI 
(Ohlmann et al., 2002).  
La reverse transcriptase assure l’étape de transcription inverse, qui permet la formation d’un 
ADN bicaténaire proviral en réplique du génome ARN initial, qui pourra être intégré au 
génome de la cellule infectée. Cette enzyme possède une double fonction : elle est à la fois 
ADN polymérase pour synthétiser les brins d’ADN à partir des amorces virales ARN, et 
Rnase H pour dégrader ces amorces. Elle interagit avec la protéine NC, ce qui favorise sa 
processivité (Lener et al., 1998).  
L’intégrase permet l’intégration de l’ADN proviral dans le génome cellulaire, en se liant sur 
des sites spécifiques aux extrémités 5’ et 3’ du provirus, les sites att (Leavitt et al., 1992). Elle 
possède une séquence NLS impliquée dans l’import du PIC vers le noyau (Turelli et al., 
2001). Cette étape d’intégration semble pouvoir se faire de manière plutôt aléatoire, mais 
l’intégrase est probablement dirigée vers des sites préférentiels sur l’ADN cellulaire, grâce à 
certains facteurs cellulaires comme le facteur de croissance LEDGF (lens epithelium-derived 
growth factor). En effet, des études récentes ont montré que ce facteur épithélial se fixe sur 
l’intégrase et affecte sa localisation et sa stabilité sur l’ADN, influençant alors le 
positionnement de l’enzyme sur l’ADN cellulaire pour l’intégration du provirus (Ciuffi et al., 
2005).  
 
La polyprotéine Env, produite à partir d’un ARNm mono-épissé, possède un peptide signal 
permettant sa fixation au niveau du réticulum endoplasmique rugueux. Elle subit ensuite une 
glycosylation dans l’appareil de Golgi  pour donner la glycoprotéine précurseur gp160. Celle-
ci sera alors clivée par des protéases cellulaires en SU gp120 (Surface protein) et TM gp41 
(Transmembrane protein).  
 
La protéine SU gp120 est présente à la surface des particules virales, et interagit avec le 
récepteur de la cellule à infecter. Par cette fonction, SU gp120 est un déterminant du tropisme 
du virus, en « désignant » quelles cellules peuvent être infectées. En effet, l’infectabilité des 
cellules est déterminée par l’expression de récepteurs spécifiques à leur surface, par lesquels 
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le HIV-1 peut déclencher le processus d’infection. Ainsi, le HIV-1 infecte les cellules 
exprimant le récepteur CD4 et certains corécepteurs dont CCR5 et CXCR4 (Lasky et al., 
1987). Un autre type de récepteur peut interagir avec gp120, la molécule DC-SIGN (Dendritic 
Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-Grabbing Non-integrin), une lectine fortement 
exprimée dans les cellules dendritiques immatures de l’épithélium muqueux. Ces cellules 
dendritiques sont d’excellentes cellules présentatrices d’antigènes (APC), et parmi les 
premières à « rencontrer » le virus lorsque celui-ci pénètre les muqueuses. Le récepteur DC-
SIGN permet la capture du virus, puis sa présentation à la surface des cellules dendritiques 
matures, qui migrent vers les organes lymphoïdes. Le virus peut alors infecter efficacement le 
réservoir de lymphocytes, par des contacts entre cellules dendritiques et cellules T CD4+, 
entraînant sa dissémination rapide (Piguet and Blauvelt, 2002).  
 
La protéine TM gp41 est localisée au sein de la membrane grâce à sa nature hydrophobe. Elle 
interagit avec la protéine gp120 par sa partie extracellulaire, et permet la fusion entre 

















II. Régulation de l’activité des protéines par 
des modifications post-traductionnelles 
 
 
L’action d’une protéine au sein de la cellule est intimement liée à sa concentration en 
protéines actives. En effet, il existe un équilibre intracellulaire dynamique entre la synthèse 
d’une protéine active et son inactivation. C’est pourquoi la plupart des protéines cellulaires 
subissent des modifications pendant ou au cours de leur synthèse, qui permettent de réguler 
très finement leur activité. Ces modifications post-traductionnelles peuvent être impliquées 
directement dans la modulation de l’activité des protéines, mais elles peuvent également 
intervenir pour l’adressage des protéines vers des compartiments cellulaires spécifiques, où 
elles pourront exercer leur fonction, être de nouveau modifiées ou encore être dégradées.  Ces 
modifications peuvent aussi permettre la reconnaissance de la protéine par des facteurs 
métaboliques nécessaires à son activation ou l’envoyant vers les systèmes de dégradation.  
 
Il existe de très nombreuses modifications post-traductionnelles impliquées dans la régulation 
des voies de signalisation cellulaires, et en particulier pour le contrôle de l’expression des 
gènes et la réponse aux signaux extracellulaires. La plupart d’entre elles consistent en une 
modification d’un résidu de la protéine, par ajout ou retrait d’un groupement spécifique qui va 
en changer les propriétés. Parmi les nombreux exemples peuvent être cités la phosphorylation 
et l’acétylation, qui sont très fréquentes, ou encore la méthylation, l’hydroxylation, ou la 
glycosylation. Les protéines peuvent être également modifiées par la fixation de polypeptides 
comme l’ubiquitine ou des protéines similaires comme SUMO (Small ubiquitin related 
modifier) (Varshavsky, 1997 ; Kerscher et al., 2006) 
Une même protéine peut subir différentes modifications, à des temps donnés ou à plusieurs 
endroits de sa séquence, induisant un changement rapide et souvent réversible de sa fonction. 
Ainsi, l’ensemble des processus intracellulaires sont finement régulés par un réseau complexe 
de modifications, qui jouent le rôle d’interrupteurs pour activer ou désactiver les différents 
acteurs des voies de signalisation. 
 
Je détaillerai plus précisément les cas d’ubiquitylation et de sumoylation, puisque ces deux 
modifications ont fait l’objet d’une partie de mon travail de thèse. Les paragraphes suivants 
décriront comment l’ubiquitine et les protéines SUMO peuvent modifier un substrat et quels 
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en sont les effets sur l’activité de ce substrat. Par ailleurs, je montrerai comment un défaut de 
fonctionnement de ces systèmes de régulation peut avoir des conséquences dramatiques sur le 
fonctionnement de la cellule, pour aboutir parfois à des pathologies sévères. Enfin, on sait 
maintenant que certains virus utilisent les protéines ubiquitine et SUMO pour détourner le 
fonctionnement de la cellule et favoriser leur multiplication. Je citerai donc quelques 
exemples pertinents, et tout particulièrement à propos des protéines du HIV-1. 
 
 
II.1. L’ubiquitine, un signal aux multiples facettes  
 
L’ubiquitylation apparaît à l’heure actuelle comme une des plus importantes voies de 
régulation des protéines, impliquée non seulement dans les processus de dégradation 
protéique, mais également dans l’adressage des protéines vers différents compartiments 
cellulaires ou encore dans la modulation de leur activité. Cette modification joue 
particulièrement un rôle essentiel dans la régulation du cycle cellulaire et de certains aspects 
de la différentiation et du développement, dans la surveillance du génome, dans la modulation 
des réponses au stress ou à des facteurs extracellulaires, ou encore dans la régulation des 
réponses immunitaire et inflammatoire.  
 
II.1.1. Synthèse et activation 
 
L’ubiquitine est une protéine de 76 acides aminés, isolée en 1975 à partir de thymus bovin, et 
rapidement décrite comme une protéine abondante, ubiquitaire et très conservée chez les 
organismes eucaryotes (Schlesinger et al., 1975). Quelques années plus tard, des auteurs 
l’identifient comme un composant essentiel du système de dégradation protéolytique 
cellulaire dépendant de l’ATP, et la dénomment APF-1 (ATP-dependent proteolysis factor 1). 
Ils découvrent également que l’ubiquitine (ou APF-1) modifie son substrat par une liaison 
covalente et identifient les différentes enzymes nécessaires à la réaction d’ubiquitylation E1, 
E2 et E3 (Hershko et al., 1996).  En 1987, une autre fonction de l’ubiquitine est identifiée, 
non protéolytique, mais en tant que chaperonne de protéines ribosomiques naissantes, pour 
permettre leur association en ribosomes (Finley et al., 1989). Depuis, d’innombrables études 
sont menées pour décrypter chaque détail de l’organisation moléculaire et du fonctionnement 
du système ubiquitine.  
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La réaction d’ubiquitylation aboutit à la fixation d’un monomère d’ubiquitine sur une 
molécule substrat, par le biais d’une liaison covalente entre un résidu lysine du substrat et le 
résidu Glycine carboxy-terminal de l’ubiquitine (Figure 6). Cette réaction implique plusieurs 
enzymes spécifiques de l’ubiquitine, dans une cascade d’activations dépendantes de l’ATP 
(Ciechanover et al., 2000). Initialement, l’ubiquitine est activée par l’enzyme d’activation de 
l’ubiquitine E1 (ubiquitin-activating enzyme), qui établit une liaison avec le résidu glycine 76 
en position carboxy-terminale de l’ubiquitine. L’ubiquitine est ensuite transférée sur une 
enzyme E2 (ubiquitin-conjugating enzyme), puis sur un résidu lysine de la molécule substrat. 
Cette dernière étape peut s’effectuer via l’enzyme E2 ou nécessiter une troisième catégorie 
d’enzymes, les ubiquitine ligases E3, qui sélectionnent leur substrat de manière très 
spécifique. En effet, il existe plus de 500 E3 différentes chez les mammifères, qui 
reconnaissent chacune des substrats ainsi que des enzymes E2 spécifiques. A l’inverse, une 
seule enzyme E1 est connue chez la Levure et chez les mammifères, et on dénombre une 
quantité limitée d’enzymes E2 (Wong et al., 2003). Ainsi, l’ubiquitylation est un processus 
très spécifique, mais qui concerne un très grand nombre de protéines dans la cellule. Cette 
diversité de substrats, corrélée à une très haute spécificité d’action, explique les nombreuses 




Après la fixation du premier monomère d’ubiquitine, d’autres monomères peuvent se lier via 
des résidus lysine libres sur le substrat, qui sera alors poly-monoubiquitylé. Alternativement, 
des liaisons peuvent s’établir entre plusieurs monomères d’ubiquitine, via la Glycine 76 de 
l’un et un résidu Lysine de l’autre, pour former une chaîne de polyubiquitine fixée sur le 
substrat. En effet, l’ubiquitine possède 7 résidus lysine en positions 6, 11, 27, 29, 33, 48 et 63, 
tous potentiellement capables d’établir une liaison covalente avec un substrat, bien que les cas 
de polyubiquitylation via les lysines 48 et 63 soient les plus documentés (Haglund and Dikic, 
2005). Ainsi, monoubiquitylation, poly-monoubiquitylation et polyubiquitylation représentent 
de multiples possibilités de modifications des protéines, qui permettent une modulation fine et 




II.1.2. Rôles de l’ubiquitylation 
 
a) L’ubiquitine et la dégradation 
 
L’ubiquitylation a un rôle important en tant que signal de dégradation. En effet, l’ubiquitine a 
été initialement corrélée au système de dégradation protéique de la cellule, processus 
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notamment impliqué dans la progression du cycle cellulaire (Hershko et al., 1996). Les 
chaînes d’ubiquitine d’au moins quatre monomères liées par la lysine 48 sont le principal 
signal pour la dégradation par le protéasome 26S (Thrower et al., 2000). Les chaînes via les 
lysines 11 ou 29 servent également probablement d’étiquettes pour envoyer les protéines vers 
la dégradation (Pickart and Fushman, 2003).  
Le protéasome 26S est présent à la fois dans le cytoplasme, sous les membranes cellulaires et 
dans le noyau (Wojcik and DeMartino, 2003). Il est constitué d’une soixantaine de protéines 
formant trois sous-complexes : le corps 20S, responsable de l’activité de protéolyse, et deux 
coiffes régulatrices 19S bordant le corps 20S à chacune de ses extrémités (Figure 8). Le corps 
20S  est un cylindre creux constitué de quatre anneaux composés de sept sous-unités α ou β. 
Les anneaux β portent les trois activités protéolytiques principales, β1 permettant le clivage 
après les résidus acides (activité PGPH, post-glutamyl peptide hydrolysis), β2 induisant le 
clivage après les résidus basiques (activité trypsine), et β5 reconnaissant les résidus 
hydrophobes (activité chymotrypsine). Les coiffes 19S sont constituées de protéines 
chaperonnes et d’enzymes ATPases qui contrôlent l’entrée des substrats à dégrader, en 
permettant le déroulement de leur structure tridimensionnelle pour le passage à travers le 
corps 20S. Elles sont également impliquées dans le clivage des chaînes de polyubiquitine 
(Wenzel and Baumeister, 1995).  
Des enzymes spécifiques, les déubiquitylases, sont responsables du clivage des chaînes de 
polyubiquitine fixées sur les substrats à dégrader, générant ainsi des monomères d’ubiquitine 
libres et de nouveau disponibles dans la cellule. Elles sont également impliquées dans la 
maturation protéolytique du précurseur polypeptidique de l’ubiquitine, pour libérer des 
monomères qui pourront fixer un substrat. Ces enzymes peuvent aussi être associées au 
protéasome et promouvoir la dégradation du substrat, en clivant les chaînes d’ubiquitine 
interférant avec l’entrée de la protéine dans le corps 20S (Ciechanover et al., 2000) (Figure 
8).  
La dégradation des peptides issus du protéasome s’achève rapidement dans le cytoplasme ou 
le noyau, sous l’action d’autres enzymes. Alternativement, ces peptides peuvent être 
transférés dans le réticulum endoplasmique rugueux, pour être ensuite chargés sur des 







Plusieurs signaux de dégradation, présents dans la séquence du substrat qui sera ubiquitylé  
puis dégradé, ont été décrits. Parmi eux, la nature du résidu en position Nter semble être un 
facteur déterminant de la stabilité d’une protéine dans la cellule, une relation appelée « N-end 
rule pathway » (Varshavsky, 1996). Ce signal, appelé « N-Degron », nécessite la présence à 
proximité d’une lysine qui sera la cible de l’ubiquitylation, pour provoquer la dégradation du 
substrat. Ce scénario semble n’être rencontré que pour une petite partie des protéines 
cellulaires (Ciechanover et al., 2000).  
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Un autre signal est la phosphorylation du substrat, qui permet sa reconnaissance par une 
ubiquitine E3 ligase. Cette dernière peut alors induire l’ubiquitination sur un résidu lysine 
présente à proximité du site phosphorylé de la protéine. En particulier, des séquences riches 
en proline, glutamine, serine et thréonine (séquences « PEST »), sont des sites de  
phosphorylation qui induisent la liaison de l’ubiquitine et envoient la protéine vers la 
dégradation (Rechsteiner and Rogers, 1996). C’est le cas par exemple pour le facteur Iκ-Bα, 
l’inhibiteur du facteur de transcription NF-κB, qui lui est associé en un complexe inactif dans 
le cytoplasme. La phosphorylation de Iκ-Bα en réponse à divers stimuli extracellulaires 
entraîne sa polyubiquitylation et sa dégradation par le protéasome (Baeuerle and Baltimore, 
1996). Le facteur NF-κB est ainsi libéré de son inhibiteur et peut atteindre le noyau pour 
exercer sa fonction d’activateur spécifique de la transcription. Par contre, dans d’autres cas, la 
phosphorylation empêche la dégradation de la protéine, en inhibant l’accès de l’ubiquitine sur 
la protéine. Par exemple, la phosphorylation du facteur de transcription c-Jun par une protéine 
kinase de la famille MAPK (mitogen-activated protein kinase), empêche son ubiquitylation et 
permet son activation (Musti et al., 1997).  
L’interaction avec une autre protéine peut également modifier la durée de vie du substrat, en 
recrutant des acteurs du système de dégradation par l’ubiquitine. L’exemple le plus illustré est 
celui du régulateur transcriptionnel p53, dont la durée de vie est écourtée suite à la fixation de 
la protéine E6 du papillomavirus humain (HPV) (Scheffner et al., 1990). Cette interaction 
provoque le recrutement de l’ubiquitine ligase E3 E6-AP (E6-associated protein), d’où la 
polyubiquitylation et la dégradation de p53.  
D’autres séquences signal ont été décrites, qui semblent nécessaires à la reconnaissance par 
l’ubiquitine, mais elles sont moins bien définies et souvent limitées à un groupe de protéines.  
 
b) L’ubiquitine et le trafic intracellulaire 
 
L’ubiquitylation joue également un rôle important dans le mouvement des protéines entre les 
différents compartiments cellulaires (Wojcik, 2001). En effet, le système ubiquitine est 
impliqué dans l’internalisation de protéines, ainsi que dans leur acheminement vers d’autres 
compartiments de la cellule, comme l’appareil de Golgi, le système endosomal ou les 
vacuoles. Dans la plupart des cas, la monoubiquitylation ou la poly-monoubiquitylation est un 
signal d’internalisation d’une protéine transmembranaire, et non un signal de dégradation par 
le protéasome (Hicke, 2001). Les chaînes d’ubiquitine liées par la lysine 63 adoptent une 
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conformation différente des chaînes liées par K48 et sont un signal d’endoctyose (Varadan et 
al., 2004). De nombreux récepteurs membranaires et des canaux ioniques présents dans la 
membrane plasmique, souvent impliqués dans des fonctions physiologiques essentielles à la 
cellule, sont internalisés de cette manière (Staub and Rotin, 2006). Ainsi, après fixation de 
leur ligand, les récepteurs peuvent être ubiquitylés et internalisés, pour être ensuite dirigés 
vers d’autres compartiments cellulaires, dont l’issue finale est en général la dégradation dans 
les lysosomes. L’ubiquitine participe ainsi aux étapes de tri et de transport des protéines 
internalisées jusque dans les endosomes tardifs ou corps multivésiculaires (MVB). Ces MVB 
peuvent fusionner avec les lysosomes, provoquant la dégradation des protéines, ou 
s’accumuler sous la membrane plasmique et former un exosome ou lysosome sécrétoire qui 




Un des premiers exemples identifié a été le récepteur Ste2 chez la Levure S.cerevisiae. Ste2 
est une protéine membranaire couplée aux protéines G et liant le facteur α, une phéromone 
impliquée dans le phénomène d’accouplement cellulaire (Hicke and Riezman, 1996). 
L’endocytose de Ste2, qui est internalisé lentement de manière constitutive, est fortement 
stimulée par la liaison de phéromone. Cette liaison induit l’ubiquitylation de Ste2 sur une 
lysine exposée dans sa partie cytoplasmique, modification nécessaire et suffisante pour 
provoquer l’endocytose de Ste2 puis sa dégradation dans les lysosomes. 
De très nombreux exemples similaires ont été décrits dans la littérature. Parmi eux, plusieurs 
récepteurs de croissance sont régulés par la reconnaissance de leur ligand, qui induit des 
modifications du récepteur et modulent les voies de signalisation cellulaire. Par exemple, la 
fixation de l’EGF (Epidermal Growth Factor) entraîne la phosphorylation du récepteur EGFR 
dans sa partie cytoplasmique. Ce dernier ainsi phosphorylé recrute une ligase qui va permettre 
son ubiquitylation et son internalisation (Staub and Rotin, 2006).  
 
c) L’ubiquitine comme régulateur de l’activité protéique 
 
La modification d’une protéine par liaison d’un ou plusieurs monomères d’ubiquitine peut 
agir directement sur l’activité de cette protéine. En effet, il a été montré que la formation 
d’une chaîne d’ubiquitine via les lysines 63 peut moduler la fonction d’un substrat, en 
induisant un changement conformationnel qui permet de nouvelles interactions avec d’autres 
partenaires ou en modifiant sa localisation intracellulaire (Sun and Chen, 2004).  
 
Par cette action, l’ubiquitine permet en particulier de contrôler la transcription. En effet, 
l’ubiquitylation de l’inhibiteur Iκ-Bα entraîne sa dégradation par le protéasome, ce qui libère 
le facteur de transcription NF-κB qui pourra aller au noyau et activer des gènes spécifiques.   
Par ailleurs, l’ubiquitylation joue un rôle direct sur la structure de la chromatine et stimule la 
transcription (Muratani and Tansey, 2003). En effet, certains facteurs activateurs de la 
transcription sont directement ubiquitylés, comme l’ARN polymérase II ou les histones. La 
fixation de l’ubiquitine peut provoquer d’autres modifications comme la phosphorylation du 
domaine carboxy-terminal de l’ARN polymérase II et des nucléosomes. Le protéasome 26S 
peut alors être recruté sur l’ARN polymérase II, ce qui stimule l’élongation en libérant l’ARN 







II.2. Les protéines SUMO 
 
Le système ubiquitine n’est pas unique, et il existe plusieurs protéines apparentées ou UBL 
(ubiquitine-like proteins) dont les protéines SUMO (Small Ubiquitin related Modifier). Ces 
protéines peuvent de la même manière modifier des substrats et réguler leur activité.  
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Bien que le degré d’homologie de séquences avec l’ubiquitine soit relativement faible 
(environ 18%), les UBL possèdent la même structure tridimensionnelle que l’ubiquitine 
(Hochstrasser, 2000). De plus, le résidu en position carboxy-terminale - par où s’effectue la 
liaison covalente avec le substrat - est, comme pour l’ubiquitine, toujours une glycine.  
Les modifications par sumoylation ont en général un rôle non protéolytique, mais elles 
modulent la localisation du substrat, ses interactions avec d’autres protéines, ou encore son 
activité. Les protéines SUMO sont ainsi impliquées dans de nombreux processus biologiques, 
comme la régulation de l’expression des gènes et de la structure de la chromatine, la 
transduction de signaux, la surveillance du génome ou encore le trafic intracellulaire.  
Il existe quatre protéines SUMO chez les Vertébrés, SUMO-1 à SUMO-4, qui ont des 
substrats en commun mais modifient préférentiellement l’un ou l’autre de ces substrats 
(Johnson, 2004).  
 
II.2.1. Synthèse et activation 
 
La sumoylation s’effectue en une cascade de réactions similaire à celle de l’ubiquitylation 
(Figure 11).   
Comme pour l’ubiquitine, le précurseur est clivé par des protéases spécifiques à son extrémité 
carboxy-terminale pour exposer deux résidus glycine, qui sont reconnus par l’enzyme E1. 
SUMO est ensuite transférée sur l’enzyme de conjugaison E2, puis sur un résidu lysine de la 
protéine cible, sous l’action ou non d’une enzyme ligase E3. Cette réaction est réversible, et 
des protéases peuvent cliver spécifiquement la ou les molécules SUMO liées au substrat 
(Seeler and Dejean, 2001).  
A l’heure actuelle, une seule enzyme E1 est connue, l’hétérodimère Aos1/Uba2 ou 
SAE1/SAE2 (SUMO activating enzyme 1 and 2), et il existe une unique enzyme E2, la 
protéine Ubc9 (UBE1 chez l’Homme). Trois protéines E3 ont été décrites, qui semblent 
nécessaires in vivo pour la reconnaissance spécifique du substrat, et jouent le rôle 
d’adaptateurs entre E2 et la protéine cible. Toutefois, une sumoylation correcte est possible in 
vitro en l’absence de E3, et une séquence consensus sur les substrats liant directement E2 a 




Un des premiers cas de sumoylation mis en évidence a été celui de la protéine RanGAP1 via 
une des enzymes E3, la protéine RanBP2 (Matunis et al., 1996). RanBP2 (Ran Binding 
Protein 2) est une petite protéine des pores nucléaires nécessaire au transport des protéines 
vers le cytoplasme. RanGAP1 (RanGTPase Activating Protein 1) est une protéine 
cytoplasmique qui régule le cycle GTP/GDP de la protéine GTPase Ran, impliquée dans le 
transport bidirectionnel entre le noyau et le cytoplasme. La liaison de SUMO sur RanGAP1 
lui permet d’accéder aux NPC en fixant les filaments cytoplasmiques des pores nucléaires, 
pour former un système de transport nucléaire fonctionnel.  
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II.2.2. Rôles de la sumoylation 
 
A l’image de l’ubiquitine, les modifications par SUMO jouent un rôle dans la régulation de 
divers phénomènes biologiques (Seeler and Dejean, 2001). De nombreuses protéines 
sumoylées sont des protéines nucléaires impliquées dans le contrôle de la transcription, la 
modulation de la structure chromatinienne ou le maintien de l’intégrité du génome. D’autres 
protéines modifiées par SUMO font partie des cascades de transduction de signaux 
extracellulaires ou des systèmes de transport nucléocytoplasmique (Figure 12). De nombreux 
auteurs ont étudié plus précisément la protéine SUMO-1, dont je détaillerai quelques 
exemples de fonctions connues.  
 
 
SUMO-1 est capable de réguler la localisation intracellulaire de diverses protéines cellulaires 
ou virales. Un exemple de cette fonction de SUMO a été décrit par la sumoylation de 
RanGAP1, qui induit sa localisation périnucléaire (Matunis et al., 1996). La sumoylation est 
donc impliquée dans le recyclage des protéines navettes entre le noyau et le cytoplasme, 
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processus notamment très important lors du transport des ARN messagers dans le cytoplasme 
pour leur traduction en protéines.   
Par ailleurs, certaines protéines virales sont véhiculées dans des compartiments spécifiques 
après sumoylation. C’est le cas de la protéine E1 des papillomavirus bovin et humain, qui est 
redirigée vers le noyau une fois modifiée par SUMO, pour y exercer ses fonctions activatrices 
sur l’expression du génome viral (Rangasamy et al., 2000).  
 
SUMO-1 est également capable de moduler l’activité protéolytique de l’ubiquitine, en entrant 
en compétition pour la fixation des substrats et empêchant leur dégradation par le protéasome. 
De cette manière, SUMO-1, conjointement avec l’ubiquitine, joue un rôle dans la régulation 
de la transcription. Un exemple pertinent est celui du facteur Iκ-Bα (Desterro et al., 1998). La 
liaison de l’ubiquitine et de SUMO a lieu sur la même lysine, en position 21 de la séquence de 
Iκ-Bα. Il y a donc compétition entre polyubiquitylation et sumoylation sur Iκ-Bα, qui est 
dirigée par l’état de phosphorylation de ce facteur. En effet, la phosphorylation de Iκ-Bα 
provoque sa polyubiquitylation et sa dégradation, alors que Iκ-Bα non phosphorylé est 






Une compétition similaire entre ubiquitylation et sumoylation a été rapportée pour la 
régulation de p53. En effet, SUMO-1 modifie directement p53 et stimule modérément sa 
fonction transcriptionnelle (Müller et al., 2000). La sumoylation intervient également dans 
l’activation de p53 suite à un stress génotoxique. En effet, il a été montré que, suite à un 
stress, SUMO est capable de réduire l’action de la ligase E3 spécifique de p53, la protéine 
Mdm2 (Murine double minute 2), en la séquestrant dans les nucléoles. Ceci empêche 
l’ubiquitylation de p53 et stabilise la protéine (Bernardi et al., 2004).  
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La sumoylation est également impliquée dans la formation de complexes protéiques, en 
modulant les interactions protéine-protéine. SUMO intervient ainsi dans l’assemblage de 
corps nucléaires spécifiques, les corps PML (Promyelocytic leukemia). La sumoylation de la 
protéine PML est nécessaire à la formation des corps PML et pour l’accumulation d’autres 
protéines qui sont elles-mêmes sumoylées (Müller et al., 1998). Ces corps nucléaires servent 
de réservoirs de facteurs impliqués dans la régulation de la transcription et des réponses aux 
dommages à l’ADN. L’absence de sumoylation de PML, due par exemple à des mutations sur 
les résidus lysine nécessaires à la conjugaison de SUMO, provoque la dissociation des corps 
nucléaires et la dissémination de ses constituants. Cette dissociation est à l’origine de 
certaines pathologies graves chez l’Homme comme la leucémie promyélocytaire aigüe. Dans 
ce cas, la protéine PML est liée au récepteur de l’acide α rétinoïque (RARα), et ne peut pas 
être sumoylée (Borden, 2002).   
 
Les corps PML peuvent également être dissociés suite à une infection par certains virus à 
ADN comme le virus de l’Herpès (Herpes Simplex Virus, HSV) ou le cytomégalovirus 
humain (HCMV). En effet, les protéines précoces de ces virus, ICP0 pour HSV (infected cell 
protein 0) et IE1 pour HCMV (immediate early protein 1), se lient à la protéine PML et 
empêchent sa sumoylation, ainsi que celle d’autres constituants des corps PML (Boggio and 
Chiocca, 2006).   
Par sa participation dans l’assemblage des corps nucléaires PML, SUMO joue un rôle dans la 
régulation de la transcription. En effet, la sumoylation séquestre des activateurs de la 
transcription dans des domaines subnucléaires, les « déconnectant » ainsi physiquement du 
reste du nucléoplasme (Muratani and Tansey, 2003).  
 
 
 II.3. Exemples de pathologies liés aux systèmes ubiquitine et SUMO et de 
leur utilisation par des virus 
 
Etant donné l’immense diversité de substrats des protéines ubiquitine et SUMO ainsi que la 
complexité des cascades de réaction mises en œuvre, il n’est pas surprenant que des 
aberrations dans ces systèmes soient à l’origine de pathologies sévères. Quelques exemples de 
maladies associées à un dysfonctionnement de ces  voies de régulation  sont décrits ci-après. 
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II.3.1. Pathologies associée aux  systèmes ubiquitine ou SUMO  
 
a) Maladies génétiques et neurodégénératives 
 
Plusieurs maladies génétiques sont dues à des défauts d’ubiquitylation, qui peuvent provoquer 
la dégradation massive d’une protéine, comme le régulateur transmembranaire de la fibrose 
cystique (CFTR) (Riordan, 2005). A l’inverse, la dégradation d’une protéine peut être inhibée 
par l’absence d’ubiquitylation, entraînant son activité excessive dans la cellule. Il en est par 
exemple le cas pour le canal sodium épithélial (ENaC), dont l’hyperactivité peut entraîner des 
cas d’hypertension sévères (Abriel et al., 1999).  
 
Des maladies neurodégénératives sont également dues à l’accumulation de protéines 
anormales qui sont ubiquitylées mais ne sont pas dégradées correctement par le protéasome, 
et forment alors des agrégats toxiques pour la cellule. La maladie d’Alzheimer est un exemple 
pertinent, expliqué par l’accumulation d’agrégats de protéines APP (amyeloid precursor 
protein). Ces fragments sont issus d’un mauvais clivage de la protéine APP membranaire, et 
semblent être modifiés par les protéines SUMO, ce qui empêche leur dégradation (Li et al., 
2003).  
Un autre exemple est celui de la maladie de Huntington, où des mutants de la protéine 
Huntingtine s’accumulent dans le noyau et dérégulent le système de dégradation par le 
protéasome. Ce dérèglement perturbe les grandes fonctions cellulaires comme la transduction 
de signal, la transcription, l’endocytose ou encore le trafic intracellulaire, ce qui provoque la 
dégénération des neurones (Landles and Bates, 2004). Ces protéines mutantes peuvent en 
effet être ubiquitylées, et s’accumulent ainsi dans le noyau et répriment l’expression de gènes. 
Dans le cytoplasme, leur ubiquitylation forme des agrégats toxiques qui contiennent 
également des protéines cellulaires, et qui semblent être détruits par autophagie, une voie de 
dégradation cytoplasmique impliquant des autophagosomes (Ravikumar and Rubinsztein, 
2006). Leur destruction entraîne celle des protéines cellulaires associées, endommageant ainsi 
les fonctions cellulaires. D’une manière similaire, la sumoylation rend les protéines plus 






b)  Infection virale et cancer  
 
Un autre exemple de dérèglement du système ubiquitine est celui du développement de cancer 
de l’utérus lié à l’infection par le papillomavirus humain (Human papillomavirus, HPV). 
Comme cité précédemment, l’oncoprotéine virale E6 induit la dégradation rapide du facteur 
suppresseur de tumeur p53, consécutive à son ubiquitylation. La protéine p53 est considérée 
comme le grand « gardien du génome », puisqu’elle permet le contrôle de l’intégrité du 
génome, et induit l’arrêt du cycle cellulaire et le déclenchement de l’apoptose suite à divers 
stress comme un dommage à l’ADN ou l’activation d’un oncogène (Bode and Dong, 2004). 
Dans des conditions cellulaires normales, p53 est ubiquitylée et rapidement dégradée par le 
protéasome. En cas de stress, elle n’est pas ubiquitylée et s’accumule dans le noyau sous 
forme de tétramères qui vont réguler l’expression de gènes cibles pour déclencher l’apoptose. 
Dans le cas d’une infection par HPV, la protéine virale E6 va servir de « pont » pour associer 
la ligase E3 E6-AP à p53, et permettre la réaction de conjugaison de l’ubiquitine sur p53, 
entraînant sa polyubiquitylation et sa rapide dégradation. Cette diminution drastique de p53 
dans la cellule est impliquée dans le phénomène de transformation cellulaire et le 
développement du cancer lié au virus (Storey et al., 1998).  
 
II.3.2. Modulation de l’infection virale grâce aux systèmes ubiquitine et SUMO 
 
On sait maintenant que de nombreux virus interfèrent avec les voies ubiquitine et SUMO. En 
effet, les virus peuvent intervenir sur les modifications de certaines protéines cellulaires, en 
empêchant la fixation de l’ubiquitine ou de SUMO ou en activant le clivage des monomères 
déjà fixés, et moduler ainsi leur activité. D’autre part, les virus sont capables de recruter 
l’ubiquitine ou SUMO sur leurs propres protéines virales, profitant ainsi des systèmes 
cellulaires pour leur multiplication. Ainsi, certaines protéines virales sont capables 
d’interférer avec les cycles d’ubiquitylation ou de sumoylation des protéines cellulaires, pour 
modifier les fonctions de ces substrats ou exploitent les protéines ubiquitine ou SUMO au 






a) Echappement à la réponse immunitaire 
 
Deux exemples de virus qui utilisent le système ubiquitine pour échapper à la surveillance 
immunitaire peuvent être cités. La protéine EBNA-1 du virus d’Epstein-Barr (Epstein-Barr 
nuclear antigen-1) est présente de manière persistante chez l’hôte infecté, et est associée au 
développement des cancers dus à EBV. A l’inverse des trois autres protéines EBNA, EBNA-1 
n’est pas dégradée pour être présentée via le MHC et déclencher une réponse immunitaire par 
les cellules T cytotoxiques (Levitskaya et al., 1995). Elle possède en effet une séquence 
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répétée glycine-alanine, qui constitue un élément empêchant sa dégradation par le protéasome 
26S.  
L’autre exemple est celui des protéines US2 et US11 du cytomégalovirus (CMV). Celles-ci 
inhibent l’expression des chaînes lourdes du MHC de classe 1, en entraînant vers le 
cytoplasme les molécules néosynthétisées issues du réticulum endoplasmique, qui seront 
déglycosylées puis ubiquitylées, pour être ensuite dégradées par le protéasome (Van der Wal 
et al., 2002). En privant les cellules de leurs molécules MHC, les protéines US2 et US11 
limitent la présentation des peptides viraux antigéniques, permettant au virus d’échapper à la 
réponse immunitaire et de se répliquer.  
 
b) Modulation des réponses immunitaire et inflammatoire 
 
Des désordres au niveau des réponses immunitaires et inflammatoires peuvent également être 
la conséquence d’un mauvais fonctionnement ou d’un détournement des fonctions de 
l’ubiquitine. En particulier, l’activation de NF-κB stimule l’expression de nombreuses 
cytokines, de molécules d’adhésion, de récepteurs et d’autres protéines impliquées dans la 
réponse immunitaire. Cette voie NF-κB fait intervenir plusieurs réactions en cascade, 
impliquant de nombreux acteurs moléculaires dont l’activité est régulée entre autres par 
l’ubiquitine et SUMO. Un défaut de ces systèmes entraîne donc rapidement des 
disfonctionnements de la voie NF-κB, provoquant généralement de graves conséquences sur 
les réactions immunitaires.  
 
Un des exemples les plus décrits est celui de la protéine Tax du virus HTLV-1 (Human T cell 
Leukemia Virus Type 1), impliquée dans le processus de transformation des lymphocytes, 
associée à la leucémie aigüe de l’Homme adulte. Cet activateur transcriptionnel viral peut être 
modifié sur les mêmes résidus lysine soit par l’ubiquitine, soit par SUMO, ce qui détermine la 
part de protéines Tax nucléaires de la portion cytoplasmique (Lamsoul et al., 2005). Ainsi, 
l’ubiquitylation de Tax dans le cytoplasme est nécessaire à sa liaison au corps du protéasome, 
mais elle n’induit pas sa dégradation (Chiari et al., 2004). Elle lui permet au contraire 
d’activer les étapes cytoplasmiques de la voie NF-κB, en interagissant avec 
NEMO/IKKγ  (NF-κB essential modulator). Ceci provoque la dégradation par le protéasome 
de Iκ-B et la translocation nucléaire du facteur de transcription RelA, une sous-unité de NF-
κB. Tax nucléaire est sumoylée, ce qui lui permet de promouvoir l’assemblage des corps 
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nucléaires PML qui contiennent de nombreux co-activateurs de la transcription dont RelA, 
induisant alors une activation forte de la transcription de gènes spécifiques de réponse à Tax 
(Nasr et al., 2006). Des auteurs ont également montré que dans le noyau, l’ubiquitylation de 
Tax réduit modestement son activité transcriptionnelle (Peloponese et al., 2004). Ainsi 
l’ubiquitylation et la sumoylation de Tax dans les différents compartiments cellulaires sont 
essentielles pour la régulation de son activité transcriptionnelle et le développement de la 
leucémie due à HTLV (Figure 15).  
 
La protéine Tat du HIV-1 est également capable de moduler l’action du facteur NF-κB pour 
réguler les réponses immunitaires dues à l’infection virale. J’en détaillerai les aspects 




c) Blocage de l’action de facteurs cellulaires antiviraux 
 
Certaines cellules sont dites « restrictives » à l’infection par le HIV-1, comme les 
macrophages et les cellules T primaires. Cette particularité est due à la présence dans les 
cellules de facteurs antiviraux, capables de supprimer l’infectivité du HIV-1. Parmi eux, la 
protéine APOBEC3G fait l’objet de très nombreuses investigations, puisqu’elle a récemment 
été identifiée comme la cible principale de la protéine virale Vif. APOBEC3G 
(apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide-like 3G) est une protéine 
impliquée dans la résistance innée à l’infection rétrovirale (Chiu and Greene, 2006). Cette 
enzyme est capable de bloquer la rentrée du virus dans les cellules « restrictives », et peut 
s’incorporer aux virions néoformés. Elle catalyse la désamination des bases dC (Cytidine) en 
dU (Uracile) lors de la transcription inverse, ce qui provoque des mutations dans les 
séquences virales nouvellement synthétisées (Lecossier et al., 2003). Ces hypermutations 
entraînent des défauts de la transcription inverse et peuvent provoquer un blocage de 
l’intégration du provirus dans le génome cellulaire. Vif est capable d’empêcher l’action de 
APOBEC3G, en limitant d’une part la traduction des ARNm APOBEC3G, et également en 
dirigeant la protéine vers la voie de dégradation par le protéasome. En effet, Vif interagit avec 
APOBEC3G et recrute un complexe E3 ligase constitué des protéines Culline 5, Elongine B, 
Elongine C et Rbx1, ce qui provoque l’ubiquitylation de APOBEC3G (Santa-Marta et al., 





d) Libération des nouveaux virions 
 
De nombreux virus utilisent la machinerie cellulaire d’exocytose passant par les MVB et 
régulée par l’ubiquitine pour le bourgeonnement et la libération de leurs particules virales 
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néoformées. Parmi eux peuvent être cités les rétrovirus HIV-1 et HTLV-1, le virus Ebola, le 
virus Lassa et d’autres virus animaux.  
Des auteurs ont montré que le peptide p6 de la protéine Gag de HIV-1, ou Late Domain, 
contient un motif PTAP interagissant avec le domaine UEV du facteur Tsg101 (Martin-
Serrano et al., 2001). Tsg101 (Tumor Susceptibility Gene 101) appartient à une famille de 
complexes intervenant dans le tri protéique, les complexes ESCRT (Endosomal Sorting 
Complex Required for Transport). Ceux-ci reconnaisssent les protéines ubiquitylées et les 
envoient vers les compartiments endosomaux, pour former des endosomes tardifs ou MVB 
(multivesicular body). Tsg101 se lie également à l’ubiquitine fixée sur p6, ce qui semble 
favoriser l’interaction entre Gag et les complexes ESCRT (Nguyen et al., 2003). p6 peut 
également interagir avec AIP1/Alix, une protéine qui se lie à la fois à Tsg101 et au complexe 
ESCRT III, ce qui permet de recruter  ESCRT III pour la phase finale du bourgeonnement 
membranaire, c’est-à-dire l’invagination de la membrane et la libération des complexes 
ESCRT sous l’action de l’ATPase Vsp4 (Staub and Rotin, 2006). Ainsi, en interagissant avec 
les complexes ESCRT, p6 détourne l’ensemble de la machinerie d’escorte cellulaire pour 
recruter Gag sous la membrane et permettre l’assemblage et la libération de nouvelles 
particules virales. De cette manière,  le virus peut rentrer dans les endosomes tardifs pour être 
libéré par exocytose, ou  bourgeonner directement à la membrane cellulaire. Ceci explique 
pourquoi des auteurs ont récemment montré que, dans certains types de cellules infectées par 
HIV-1 comme les cellules épithéliales, les particules virales sont majoritairement retrouvées 
dans les MVB et non à la membrane plasmique (Grigorov et al, 2006).  
Le rôle de l’ubiquitylation de Gag du HIV-1 dans les étapes de bourgeonnement n’est pas très 
clair, mais on sait qu’une partie du pool de Gag est monoubiquitylée dans les nouveaux 
virions et que l’inhibition de la machinerie du protéasome empêche la libération des particules 
virales (Ott el al., 2003 ; Gottwein and Kräusslich, 2005). Il semblerait que l’ubiquitine 
renforce la liaison entre Gag p6 et Tsg101, qui reconnaît particulièrement les protéines 
ubiquitylées (Nguyen et al., 2003). (Figure 17)  
La protéine Gag du rétrovirus HTLV-1 possède également un motif particulier par lequel elle 
est ubiquitylée, ce qui lui permet d’interagir avec Tsg101, pour être acheminée vers les MVB 







La liste des fonctions des protéines ubiquitine et SUMO est encore longue, et elle continue de 
s’étoffer. Les quelques exemples cités dans ces paragraphes montrent la diversité et 
l’importance de l’ubiquitylation et de la sumoylation dans la plupart des processus cellulaires. 
En collaboration ou en compétition avec d’autres modifications comme la phosphorylation ou 
l’acétylation, les systèmes ubiquitine et SUMO représentent une dynamique de modifications 
post-traductionnelles successives et parfaitement hiérarchisées, permettant la régulation 
spatio-temporelle des différents événements cellulaires.  
 
De nombreux virus ont élaboré des stratégies afin de profiter des systèmes cellulaires pour 
leur réplication. Alors que certains dévient certaines voies de modifications post-
traductionnelles pour échapper à la réponse immunitaire, d’autres utilisent directement ces 
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systèmes afin de réguler l’activité de leurs propres protéines. Dans le cas particulier du HIV-
1, nous avons vu que plusieurs de ses protéines virales exploitent les systèmes ubiquitine et 
SUMO à leur profit. Par ailleurs, le HIV-1 exprime plusieurs protéines virales régulatrices, 
essentielles pour une production virale efficace. Un intérêt tout particulier peut être donné sur 
les deux protéines Tat et Rev, puisqu’elles sont des acteurs clés de la réplication du virus. En 
effet, la protéine régulatrice Tat exploite la machinerie cellulaire ubiquitine pour sa fonction 
transcriptionnelle (Bres et al., 2003) et il a récemment été montré qu’elle est capable de 
moduler l’ubiquitylation de protéines cellulaires (Col et al., 2005).  
 
Puisque rien n’est encore connu concernant la régulation de Rev par de telles modifications, 
on peut se demander si Rev est modifiée par l’ubiquitine ou par SUMO dans la cellule, et 
dans ce cas quelles en sont les conséquences sur son activité. La compréhension de ces 
mécanismes dans le déroulement de la réplication virale pourrait permettre la modélisation de 
nouveaux inhibiteurs ayant pour cible une des étapes du processus de régulation des fonctions 
virales.  
 
J’exposerai dans le paragraphe suivant le rôle de Tat dans l’infection par HIV-1, et comment 
elle utilise les systèmes de modifications cellulaires pour son activité. De la même manière, et 
puisque cette protéine fait l’objet de mon travail de thèse, je détaillerai la fonction de Rev et 
son rôle dans la réplication du HIV-1. Enfin, je montrerai quels sont les moyens qui ont été 
mis en œuvre pour empêcher l’action de ces deux protéines virales, et comment il serait 











III. Mécanismes d’action et régulation des 
protéines Tat et Rev du HIV-1 
 
 
L’expression de l’ensemble des gènes viraux à partir d’une seule entité génomique virale est 
hautement régulée par les deux protéines régulatrices Tat et Rev. En effet, il a rapidement été 
montré que ces deux protéines interagissent fonctionnellement pour moduler l’expression des 
gènes viraux, en contrôlant la quantité et le type d’ARNm viraux qui seront traduits durant les 
différentes phases du cycle viral (Knight et at., 1987 ; Malim et al., 1988). Ainsi, par sa 
fonction trans-activatrice sur le promoteur viral, Tat exerce une action positive sur 
l’expression de l’ensemble des gènes viraux. Rev permet quant à elle l’expression spécifique 
des gènes codant pour les protéines tardives, exerçant de ce fait un rétrocontrôle négatif sur la 
production des protéines régulatrices précoces, dont sa propre expression. De cette manière, 
Tat et Rev agissent comme de véritables régulateurs temporels de l’expression des gènes 
viraux et contrôlent de manière précise le déroulement du cycle viral. 
 
   
III.1. La protéine Tat 
 
La protéine Tat (Transactivator of Transcription) est une petite protéine nucléaire du virus 
HIV-1. C’est un transactivateur puissant de la transcription virale, essentiel pour l’expression 
de l’ensemble des gènes viraux, et intervenant également dans la pathogénèse du virus. En 
effet, Tat participe activement à l’expression de nombreux gènes cellulaires, en recrutant des 
facteurs et co-activateurs de la transcription et en participant au remodelage de la chromatine. 
L’étude fine des domaines fonctionnels de Tat ainsi que de ses modifications post-
traductionnelles a permis d’identifier de nombreux facteurs interagissant avec cette protéine et 
de mieux comprendre son mécanisme d’action.  
 
III.1.1. Domaines fonctionnels 
 
Tat est une protéine de 101 acides aminés, exprimée à partir d’un cadre de lecture formé de 
deux exons, qui codent respectivement pour les résidus 1-72 et 73-101 de la protéine finale. 
Cette protéine est largement conservée parmi tous les isolats de virus, bien que l’on retrouve 
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parfois une forme tronquée de Tat, dont la séquence se termine prématurément au résidu 86. 
En effet, certaines souches virales (LAI, HXB2, pNL4-3) présentent une mutation d’un 
nucléotide, qui génère un codon de terminaison en position 87 (Neuveut and Jeang, 1996). Par 
ailleurs, durant la phase tardive du cycle viral, une autre forme tronquée, codée uniquement 
par le premier exon, est générée lorsque les ARNm viraux non épissés sont exportés au 
cytoplasme par la protéine virale Rev (Malim and Cullen, 1991). Cette forme de 72 acides 
aminés est suffisante pour trans-activer le promoteur viral. Cependant, les résidus codés par le 
second exon ont une importance biologique certaine puisqu’ils sont retrouvés chez la plupart 
des virus se répliquant in vivo.  
Enfin, une étude récente a montré qu’une partie du pool de protéines Tat présentes dans la 
cellule infectée s’incorpore aux nouveaux virions, où Tat subit un clivage dans sa partie 
amino-terminale par la protéase virale. Cette forme tronquée de Tat semble suffisante voire 
nécessaire pour une transcription inverse efficace (Apolloni et al., 2003).  
 
L’analyse fonctionnelle de Tat, notamment par la génération d’une collection de mutants 
ponctuels de la séquence initiale, a permis d’identifier plusieurs domaines essentiels à ses 
fonctions (Figure 18) (Ruben et al., 1989). Tat est ainsi formée de quatre régions principales 
dans l’exon 1 : une région amino-terminale acide (résidus 1 à 21), une région riche en 
cystéines (résidus 22 à 37), la région « cœur » (résidus 38 à 47), et la région carboxy-
terminale basique (résidus 48 à 72). Les résidus du second exon de Tat (résidus 73 à 101) ont 
un rôle dans la réplication virale, dans l’activation du provirus ainsi que dans la pathogenèse 





Une mutation dans les 20 premiers acides aminés de la séquence de Tat est bien tolérée, alors 
que la substitution d’une des 7 cystéines entre les positions 21 à 40 abolit sa fonction. 
Plusieurs auteurs ont ainsi défini un domaine d’activation ou domaine effecteur, constitué des 
résidus 1 à 47 (Carroll et al., 1991). Ce domaine permet l’interaction de Tat avec de 
nombreux facteurs et co-activateurs cellulaires de la transcription, et est donc essentiel à 
l’activité trans-activatrice de Tat.   
La région 49-72 est certainement la plus étudiée. C’est une région riche en arginine (Arginin 
Rich Motif, ARM) qui contient un motif basique RKKRRQRRR (R=arginine, K=lysine) 
important pour la liaison de Tat sur l’ARN et pour sa localisation nucléaire (Dingwall et al., 
1989). En effet, ces résidus basiques contribuent à l’association de Tat sur une séquence cible 
de l’ARNm viral, l’élément TAR (Trans-activation responsive), et font de Tat une véritable 
protéine de liaison à l’ARN (RNA binding protein, RBP)  (Berkhout et al, 1989). Cet élément 
TAR forme une structure en tige-boucle en 5’ des ARN naissants de la transcription à partir 
du LTR viral, et constitue le signal essentiel pour l’activation de la transcription par Tat. Il a 
été montré qu’il est possible de remplacer la région basique de Tat par celle de la protéine 
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virale Rev sans affecter la liaison à l’ARN et l’activité trans-activatrice de Tat (Subramanian 
et al., 1990). Toutefois, la spécificité de liaison Tat-TAR est également dictée par des résidus 
entourant le motif basique de Tat, qui augmentent l’affinité de la protéine pour l’ARN en 
établissant d’autres contacts avec l’élément TAR et en stabilisant le complexe ARN-protéine 
(Luo and Peterlin, 1993).  
 
La région 49-72 constitue également un signal de localisation nucléaire (NLS), qui contribue 
à la localisation de Tat dans le noyau des cellules infectées où elle exerce sa fonction trans-
activatrice (Modesti et al., 1991). Toutefois, des études ont montré que Tat effectue la navette 
entre le noyau et le cytoplasme, où elle intervient dans d’autres fonctions (Stauber and 
Pavlakis, 1998).  
 
Il a également été découvert que le motif ARM permet à Tat de pénétrer dans les cellules de 
manière autonome, une propriété intrinsèque qu’elle partage avec de nombreuses autres 
protéines cellulaires ou virales (Frankel and Pabo, 1988). En effet, les résidus basiques du 
domaine ARM semblent permettre des interactions avec les lipides chargés négativement de 
la membrane cellulaire, ce qui faciliterait la pénétration de Tat. Cette propriété permet à Tat 
de traverser les membranes cellulaires pour pénétrer dans des cellules voisines non infectées 
et perturber leur fonctionnement. Ce domaine de pénétration, plus communément appelé 
domaine de transduction protéique ou PTD (Protein Transduction Domain), est désormais 
largement utilisé pour permettre la libération de molécules thérapeutiques diverses à 
l’intérieur de cellules cibles. Je reviendrai sur ce point dans la partie « Discussion » de ce 
manuscrit.  
 
La séquence de Tat semble assez conservée parmi les différentes souches virales, et 
particulièrement au niveau de son domaine ARM et de la région riche en cystéines. Toutefois, 
il a récemment été montré qu’une substitution de la thréonine en position 23 par un résidu 
asparagine apparaît naturellement au cours de l’infection (Reza et al., 2003). Cette mutation 
renforce l’interaction de Tat avec l’un de ses partenaires cellulaires, p-TEFb, et augmente sa 
fonction trans-activatrice. Cette substitution semble contribuer à l’adaptation du virus à son 
environnement et favoriser sa résistance contre le système immunitaire de l’organisme hôte. 
Elle pourrait également contrebalancer l’effet délétère d’autres mutations internes à Tat ou sur 
d’autres séquences virales, qui apparaissent suite aux traitements antirétroviraux et qui 
peuvent être globalement défavorables à la réplication du virus. 
 59
III.1.2. Tat et la transcription du génome viral 
 
Tat est l’unique transactivateur du HIV-1, qui se lie sur l’élément TAR, une séquence de 59 
nucléotides qui se forme spontanément à l’extrémité 5’ de  tous les ARNm du virus (Berkhout 
et al., 1989). Cette interaction, conjointement avec le recrutement d’autres facteurs cellulaires, 
active fortement la transcription virale, qui peut être augmentée de plusieurs milliers de fois 
par la présence de Tat. Cette action trans-activatrice de Tat implique un déroulement de la 
transcription virale en deux phases, l’une précoce et basale non dépendante de Tat et l’autre 
plus tardive et active, dépendante de Tat.  
Pour activer la transcription virale, Tat agit comme un adaptateur entre l’ARN viral et des 
protéines cellulaires impliquées dans la transcription des gènes de la cellule (Figure 19) 






En particulier, Tat interagit avec la cycline T1, un composant du facteur positif d’élongation 
de la transcription p-TEFb (Positive Transcription Elongation Factor), qui stimule la 
progression de l’ARN polymérase II cellulaire le long du génome viral et augmente la 
synthèse des ARNm viraux. En effet, en l’absence de Tat, l’ARN polymérase II est capable 
d’initier la transcription du LTR viral, mais de manière inefficace. Par sa liaison à la cycline 
T1, Tat recrute l’activité kinase de l’enzyme Cdk9 (Cyclin-dependent kinase 9), qui va induire 
la phosphorylation du domaine carboxy-terminal (CTD) de l’ARN polymérase II et ainsi 
augmenter sa processivité le long du génome viral. Par ailleurs, Tat recrute des co-activateurs 
de la transcription, dont p300/CBP (CREB Binding Protein) et PCAF (p300/CBP associated 
factor), ou encore Tip60 (Tat-interacting protein 60) (Jeang et al., 1999). Ces facteurs sont 
des acétylases des histones, qui induisent un remodelage de la chromatine et permettent 
l’accès de l’ARN polymérase II sur la séquence virale. De ce fait, Tat  joue un rôle important 
sur la structure de la chromatine, dont la modification exerce un effet sur la  transcription. Par 
ailleurs, p300 et PCAF peuvent directement acétyler Tat, ce qui lui permet d’établir des 
interactions stables avec l’ARN viral et/ou avec des facteurs cellulaires, pour promouvoir 





Plusieurs auteurs ont montré que Tat joue également un rôle dans l’assemblage du complexe 
de pré-initiation de la transcription (Brady et al., 2005). En effet, le promoteur viral contient 
un ensemble d’éléments contrôlant la transcription, dont des sites de liaison à NF-κB et à Sp1, 
la région TATA, le site d’initiation de la transcription et l’élément TAR. Pour initier la 
transcription, les activateurs de la transcription, dont NF-κB et Sp1, se lient dans cette région 
du promoteur viral et interagissent avec des facteurs de transcription comme TBP (TATA box 
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binding protein), TFIIH (Transcription Factor IIH), p-TEFb et l’ARN polymérase II. Des 
tests d’immunoprécipitation de la chromatine ont montré que Tat interagit directement avec 
TBP, mais que les partenaires de TBP pour la transcription des gènes cellulaires, les protéines 
TAFs (TBP-associated factors), ne sont pas présents dans les complexes de transcription 
virale (Raha et al., 2005). L’interaction entre p-TEFb et Tat semble donc faciliter la liaison de 
TBP au niveau du complexe présent sur le promoteur viral, induisant le recrutement d’autres 
acteurs de la transcription et la formation d’un complexe de pré-initiation stable pour initier la 
transcription. A ce stade, le CTD de l’ARN polymérase II est phosphorylé par TFIIH. Par la 
suite, la fixation de Tat et p-TEFb sur TAR provoque l’hyperphosphorylation du CTD ainsi 





Tat est également capable de moduler la transcription à partir de promoteurs cellulaires, 
indépendamment de l’élément TAR. En particulier, elle régule l’expression des molécules du 
CMH-I et de cytokines inflammatoires, ce qui permet au virus de contrôler les réponses 
immunitaires déclenchées à son égard (Buonaguro et al., 1992 ; Howcroft et al., 1993). En 
effet, Tat peut stimuler l’activité de la protéine kinase PKR, qui phosphoryle Iκ-B et provoque 
sa dégradation. NF-κB peut alors atteindre le noyau et activer l’expression de gènes 
spécifiques (McMillan et al., 1995 ; Marcello et al., 2001).  
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III.1.3. Autres fonctions de Tat 
 
Outre sa fonction sur la transcription virale, Tat possède d’autres activités et joue notamment 
un rôle dans la modulation de la réponse immunitaire suite à l’infection virale. En effet, Tat 
est activement sécrétée par les cellules infectées, et le taux de protéines présentes dans les 
compartiments extracellulaires peut rapidement atteindre des valeurs significatives, proches 
de celles de médiateurs de la réponse immunitaire. Par exemple, la concentration de Tat 
retrouvée dans le sérum des patients peut atteindre 1 ng/ml, à l’image de la concentration en 
chimiokines. Tat peut également provenir de cellules infectées détruites et qui ont libéré leur 
contenu, y compris les composants viraux. Cette protéine virale ainsi libérée dans le milieu 
extracellulaire est capable de pénétrer dans différents types cellulaires encore non touchés par 
l’infection, et de moduler leur fonctionnement pour renforcer l’action délétère de l’infection 
virale.  
 
a) Modulation de la réponse immunitaire 
 
L’infection par HIV-1 est caractérisée par une hyperactivation chronique des cellules T de 
l’hôte pour maintenir une infectivité optimale du virus qui ne peut pas infecter les cellules T 
non activées. Tat joue ainsi un rôle dans l’activation des cellules quiescentes en stimulant la 
sécrétion de certaines interleukines. En effet, Tat affecte la transcription de gènes cellulaires 
spécifiques des cellules T, en induisant l’activation de facteurs de transcription. L’infection 
par HIV-1 est donc associée à une réponse accrue des cellules T aux signaux stimulateurs 
activant la synthèse d’interleukines, comme l’IL-2 (Ott et al., 1997) ou le facteur de nécrose 
de tumeur TNF (Tumor Necrosis Factor) (Buonaguro et al., 1992).), qui sont impliqués dans 
l’activation des réponses immunitaires. Par ailleurs, cette action stimulatrice de Tat dépend 
des 29 acides aminés codés par le second exon de la séquence Tat, ce qui confirme 
l’importance biologique des résidus 73 à 101 de la protéine Tat (Ott et al., 1997).  
 
Tat contribue également à l’échappement du virus à la réponse immunitaire, puisqu’elle 
participe au blocage de la présentation des peptides viraux antigéniques à la surface des 
cellules. En effet, il a été montré que Tat interagit directement avec certaines sous-unités du 
protéasome 26S et affecte son activité protéolytique (Apcher et al., 2003). Tat inhibe ainsi 
l’activité de protéolyse du protéasome en se liant avec six de ses sous unités β, empêchant la 
dégradation des molécules antigéniques. Tat interfère également avec la liaison du régulateur 
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PA28 sur les sous unités α4 et α7 du complexe hybride 19S-20S-PA28 (ou 
immunoprotéasome), impliqué dans la présentation antigénique via le MHC-I (Apcher et al., 
2003).  
 
Tat possède également des propriétés rappelant celles des chimiokines (Albini et al., 1998). 
Celles-ci forment une large catégorie de la famille des cytokines, et possèdent des propriétés 
chimio-attractives pour certains types cellulaires. Ce sont des ligands pour des récepteurs 
transmembranaires présents à la surface des monocytes et des macrophages, dont les 
récepteurs CXCR4 et CCR5 impliqués dans l’infection par le HIV-1, ou encore CCR2 et 
CCR3. Des auteurs ont montré des similarités de séquences entre Tat et certaines 
chimiokines, au niveau de résidus essentiels à leur fonction (Albini et al., 1998). En 
particulier, Tat possède un motif CCF (Cys-Cys-Phe) ainsi qu’un motif SYXR (Ser-Tyr-X-
Arg), qui est un déterminant de la sélectivité cellulaire des chimiokines. Ainsi, Tat présente de 
fortes similarités avec la famille des MCP (Monocyte Chemoattractant Protein), ainsi qu’avec 
RANTES. Par ailleurs, ces mêmes auteurs ont montré qu’un peptide synthétique formé de la 
région riche en cystéines et du domaine cœur de Tat (CysL24-51) possède les mêmes propriétés 
chimio-attractives que la protéine Tat entière. Ce peptide contient le motif CCF, qui est une 
étiquette très conservée chez les chimiokines β. Ainsi, Tat partage certains récepteurs 
spécifiques aux chimiokines, et  est capable de déplacer de manière compétitive les ligands 
des récepteurs CCR2 et CCR3. Tat apparaît donc comme une molécule « mimétique », 
mimant l’action des chimiokines pour recruter les monocytes et les macrophages vers les sites 
d’infection et faciliter la dissémination du virus. 
 
b) Apoptose des cellules non infectées 
 
Une fois dans le milieu intracellulaire de cellules non infectées, Tat provoque différents 
événements nucléaires et cytoplasmiques responsables de la mort cellulaire programmée.  
Ainsi, Tat joue un rôle prépondérant dans la diminution progressive mais irrémédiable des 
certains types cellulaires de l’organisme. En particulier, la déplétion du pool de lymphocytes 
T est à l’origine de la détérioration des fonctions immunitaires de l’hôte, et la mort massive 
des cellules du système nerveux central entraîne des pathologies sérieuses comme la démence 
ou l’encéphalite associées à HIV (King et al., 2006).  
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Il a été montré que Tat agit comme un signal apoptotique pour certaines lignées cellulaires, et 
en particulier les lymphocytes T quiescents présents dans le sang et les tissus lymphoïdes (Li 
et al., 1995a). En effet, des cellules T d’une lignée surexprimant la protéine Tat montrent des 
changements morphologiques typiques de l’apoptose : condensation de la chromatine, 
fragmentation de l’ADN et formation de corps apoptotiques. Par ailleurs, ces mêmes auteurs 
ont montré que Tat est associée à une augmentation de l’activité des kinases Cdk, impliquées 
dans la progression du cycle cellulaire et le déclenchement de l’apoptose. Ainsi, Tat serait 
excrétée des cellules infectées et activerait les kinases Cdk de cellules T voisines non 
infectées, pour les conduire à l’apoptose.  
 
La forte déplétion en cellules T semble également s’expliquer par l’action de Tat dans la 
modulation de la voie NF-κB. Il a en effet été proposé que le TNF est activement exprimé 
dans les cellules nouvellement infectées par le HIV-1. Celui-ci stimule alors la réplication 
virale et la production de Tat via l’activation de la voie NF-κB (Westendorp et al., 1995). En 
effet, le TNF stimule l’activité de NF-κB en permettant sa translocation nucléaire. Par cette 
fonction, le TNF intervient dans l’activation de la réplication du HIV-1 dans les cellules 
infectées, en permettant la liaison du facteur de transcription NF-κB sur le promoteur viral. 
Tat est alors produite puis sécrétée, et peut induire un stress oxydant dans les cellules voisines 
en inhibant l’expression de la dismutase superoxide. L’absence d’activité de cette enzyme 
mitochondriale impliquée dans les réponses cellulaires à un stress oxydant provoque une 
altération de l’état redox de la cellule, qui augmente la susceptibilité des cellules à l’action 
cytotoxique du TNF et entraîne leur destruction. Ainsi, l’action synergique de Tat et du TNF 
conduit à la progression rapide de l’infection en déplétant progressivement les cellules du 
système immunitaire.  
Une étude plus récente a montré que Tat pénètre dans les monocytes sanguins et augmente 
l’expression et la sécrétion du facteur TRAIL (TNF-related apoptosis-induced ligand) (Yang 
et al., 2003). TRAIL est un membre de la superfamille du TNF, impliqué dans la mort 
cellulaire programmée. C’est une molécule hautement toxique pour les cellules T lorsqu’elle 
est sécrétée dans les compartiments extracellulaires, et qui induit alors leur élimination 
sélective.  
 
Tat semble également capable d’induire l’apoptose des cellules en déstabilisant leur 
cytosquelette et en provoquant l’activation de facteurs de la voie apoptotique mitochondriale 
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(Chen et al., 2002). En effet, Tat peut se fixer directement sur les microtubules et altérer la 
dynamique du réseau tubulaire de la cellule. Cette interaction provoque la libération de 
facteurs pro-apoptotiques, autrement séquestrés dans le cytosquelette, dont le facteur Bim. 
Bim induit la voie apoptotique mitochondriale en antagonisant l’action du facteur anti-
apoptotique Bcl-2. Ces facteurs mitochondriaux jouent un rôle essentiel dans l’apoptose, en 
permettant la libération de facteurs apoptogènes dont le cytochrome c, qui recrute et active 
une des caspases majeures de la voie apoptotique, la caspase 9 (Cory et al., 2003).  
Par ailleurs, il a été montré que Tat stimule l’expression du ligand FasL, impliqué dans le 
déclenchement de l’apoptose, et qu’elle induit le clivage de la caspase 8, une autre caspase de 
la voie apototique (Campbell et al., 2005).  
Il a également été montré que Tat est capable de fixer des facteurs présents dans le milieu 
extracellulaire, pour moduler leur activité et perturber le fonctionnement des cellules. Par 
exemple, Tat se fixe sur les facteurs de croissance épithéliaux (épithéline/granuline), 
également exprimés dans les lymphocytes et les monocytes (Trinh et al., 1999). Ces facteurs 
de croissance contribuent au bon fonctionnement du système immunitaire, et leur 
détournement par Tat pourrait jouer un rôle dans la destruction de l’architecture des organes 
lymphoïdes et des cellules immunitaires. 
 
Cependant, il est important de noter que les cellules infectées par le HIV-1, et produisant 
activement la protéine Tat, sont résistantes à l’apoptose induite par Tat. En effet, des 
expériences de co-cultures de cellules infectées et non infectées ont montré que seules les 
cellules non infectées meurent par apoptose (Nardelli et al. 1995). Cela suppose que le virus a 
développé des stratégies pour empêcher le déclenchement du programme de mort dans les 
cellules qu’il infecte. En particulier, il semble que plusieurs de ses protéines virales contrôlent 
directement l’activité de certains acteurs de l’apoptose. Ainsi, Nef serait capable d’inactiver le 
facteur pro-apoptotique Bad et Vpr semble réguler les facteurs anti-apoptotique Bcl-2 et pro-
apoptotique Bax  (Campbell et al., 2006). 
 
c) Tat et la pathogénèse du HIV-1 
  
Nous avons vu que Tat est fortement impliquée dans la modulation des réponses immunitaires 
de l’hôte infecté, en recrutant les acteurs clefs de l’immunité et en activant les processus de 
destruction cellulaire. Tat est donc un médiateur important des réponses inflammatoires suite 
à l’infection par HIV-1, et est en partie responsable des désordres immunitaires rencontrés 
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chez les patients atteints du SIDA. Tat contribue en effet à la destruction des défenses 
immunitaires de l’organisme infecté, et favorise le développement de cancers (Li et al., 
1995b ; Lee et al., 2005). Par ailleurs, l’action de Tat sur les cellules du système nerveux 
central (SNC) implique sa participation dans la dégénération neuronale et les pathologies du 
SNC associées au syndrome du SIDA, puisqu’elle entraîne notamment un dérèglement des 
astrocytes et la mort des neurones (Zhou et al., 2004 ; King et al., 2006).  
 
L’infection par le HIV-1 est associée à un risque accru de développer des cancers dont les 
sarcomes de Kaposi. On sait maintenant que Tat contribue au développement de tumeurs,  
souvent rencontrées chez les patients infectés. En particulier, des auteurs ont montré une 
modulation réciproque entre Tat et la protéine p53, relation importante pour la pathogenèse du 
virus (Li et al., 1995b). En effet, Tat est capable de bloquer la transcription de p53, et 
inversement p53 peut bloquer la fonction trans-activatrice de Tat. Ainsi, l’activation du LTR 
médiée par Tat est fortement inhibée en présence de p53, qui semble pouvoir maintenir le 
virus dans un état de latence dans les cellules infectées. Sous l’action de stimuli externes, 
comme des cytokines ou une infection bactérienne, la réplication virale est activée, 
provoquant l’accumulation de Tat dans la cellule. Celle-ci va alors inhiber la transcription de 
p53, entraînant une réplication virale intense associée à l’accumulation d’aberrations 
chromosomiques dans les cellules responsables du développement de tumeurs.  
 
Des auteurs ont également montré un rôle de Tat dans le développement du cancer du sein 
chez des patients infectés par HIV-1 (Lee et al., 2005). En effet, il a été montré que dans des 
cellules mammaires tumorales humaines, Tat augmente l’activité du facteur de transcription 
NF-κB, en stimulant sa liaison sur les promoteurs des gènes cellulaires codant pour l’IL-6 et 
l’IL-8. Ces deux interleukines sont des médiateurs importants des réponses immunitaires et 
inflammatoires, qui contribuent notamment au développement de tumeurs. Par ailleurs, Tat 
stimule l’expression de certaines métalloprotéinases, des enzymes provoquant la dégradation 
de la matrice extracellulaire. En induisant l’expression de ces différents facteurs, Tat créé un 
environnement pro-inflammatoire favorable au développement de métastases.  
 
Enfin, Tat est indubitablement à l’origine de pathologies du SNC, puisqu’elle induit un 
dérèglement profond des cellules nerveuses (King et al., 2006). En effet, elle est capable de 
pénétrer dans différents types de cellules nerveuses, comme les astrocytes, les neurones et les 
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cellules microgliales, et entraîne des processus d’inflammation et/ou d’apoptose, responsables 
de pathologies comme la démence ou l’encéphalite associées à HIV.  
 
III.1.4. Régulation de la fonction Tat par des modifications post-traductionnelles 
 
La fonction activatrice de Tat sur la transcription virale implique son interaction avec l’ARN 
viral et le recrutement de nombreux facteurs cellulaires, dans un ordre bien précis pour 
permettre une transcription efficace du génome viral. La dynamique et la spécificité de ces 
interactions sont régulées par un ensemble de modifications post-traductionnelles dont Tat est 
la cible. Ces modifications permettent en effet à Tat de recruter des partenaires cellulaires 







L’acétylation de Tat est une modification essentielle à sa liaison avec les complexes 
cellulaires de la transcription. Trois résidus lysine sont la cible d’une acétylase : la lysine 28, 
située dans la partie riche en cystéines (domaine d’activation), qui est acétylée par le facteur 
PCAF ; et les lysines 50 et 51 du domaine riche en arginine, qui sont modifiées par p300 et 
hGCN5 (Col et al., 2001). La mutation de la lysine 28 entraîne une réplication virale 
défectueuse et réduit les interactions de Tat avec la cycline T1 et le facteur PCAF (Bres et al., 
2002). En effet, l’acétylation de la lysine 28 de Tat augmente son affinité pour l’élément TAR 
et pour p-TEFb, entraînant la formation d’un complexe ternaire Tat/p-TEFb/TAR qui stimule 
la processivité de l’ARN polymérase II. Tat est ensuite acétylé sur la lysine 50, ce qui modifie 
l’affinité du domaine ARM pour l’ARN. Tat se détache alors de l’élément TAR et de p-TEFb 
pour se fixer avec une très forte affinité à l’ARN polymérase II et à PCAF (Hetzer et al., 
2005). En effet, le bromodomaine de PCAF se fixe sur Tat acétylé, en compétition avec TAR 
(Mujtaba et al., 2002).  L’activité acétylase de PCAF contribue également à l’hyperacétylation 
de Tat et d’autres facteurs comme nuc-1 (single nucleosome) présents sur la chromatine, pour 
promouvoir une élongation efficace de la transcription.  
L’acétylation multiple de Tat semble expliquer en partie son rôle à la fois dans la 
phosphorylation du CTD de l’ARN polymérase et dans la réorganisation de la chromatine. Par 
ailleurs, cette acétylation suggère une régulation de la transcription virale en deux phases. 
Ainsi, Tat non acétylé régulerait la phase précoce de la transcription, dépendante de la cycline 
T1 et de TAR pour la phosphorylation de la polymérase, alors que Tat acétylé dirigerait la 
phase tardive de la transcription virale, dépendante de PCAF pour la processivité de la 
polymérase sur la chromatine. 
 
La lysine 50 de Tat peut être désacétylée  par la sirtuine 1 (SIRT1), une désacétylase cellulaire 
qui nécessite la présence d’un co-facteur, le NAD+ (nicotinamide adenine dinucleotide) 
(Hetzer et al., 2005). Cette relation entre Tat et la sirtuine 1 corrobore l’idée d’une connexion 
entre la transcription virale et l’état métabolique de la cellule. En effet, un changement du 
rapport entre les formes oxydées et réduites NAD+/NADH, dans des conditions de stress par 
exemple, pourrait réguler l’activité de Tat via celle de la sirtuine 1.  
 
La méthylation de Tat sur des résidus arginine de son domaine ARM semble permettre le 
recyclage de la protéine, en la libérant du complexe de l’ARN polymérase II et de PCAF à la 
fin du cycle de transcription. En effet, il a été montré que la protéine PRTM6 (Protein 
arginine(R) methyltransferase) a comme substrat spécifique Tat in vitro et in vivo, et qu’elle 
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peut provoquer la méthylation d’un ou plusieurs résidus arginine de Tat (Boulanger et al., 
2005). La proximité des résidus méthylés et de la lysine 50 suggère que la méthylation peut 
moduler l’acétylation de cette lysine, et inversement. Par ailleurs, l’arginine 53 est 
directement impliquée dans l’association de Tat avec le bromodomaine de PCAF (Mutjaba et 
al., 2002). La méthylation de cette arginine pourrait donc être à l’origine de la dissociation de 
Tat et PCAF. La diméthylation de Tat est irréversible, et pourrait marquer la protéine virale 
pour la dégradation (Hetzer et al., 2005).  
 
L’ubiquitylation est une modification de Tat récemment identifiée. En effet, il a été montré 
que la proto-oncoprotéine Hdm2 (Human double minute), qui ubiquityle p53, interagit avec 
Tat et provoque la polyubiquitylation d’une fraction des protéines Tat in vitro et in vivo (Bres 
et al., 2003). La lysine 71 est la cible majeure pour l’ubiquitylation de Tat, mais il n’est pas 
exclu que d’autres lysines soient également ubiquitylées. La mutation de la lysine 71 en 
arginine réduit l’activité de Tat, alors que la fusion de l’ubiquitine sur ce mutant restaure la 
fonction transcriptionnelle. Par ailleurs, la surexpression de Hdm2 n’affecte pas la stabilité de 
Tat, indiquant clairement que l’ubiquitine n’a pas un rôle protéolytique sur la protéine. Au 
contraire, l’ubiquitine participe à l’activité transcriptionnelle de Tat, bien que le mécanisme 
de cette activation ne soit pas encore défini. Une possibilité est que l’ubiquitine active Tat sur 
le promoteur viral, peut-être en contribuant à son interaction avec la cycline T1. Une 
hypothèse a également été proposée, qui stipule que l’ubiquitine reconnaît Tat à la fin du 
cycle de transcription, pour provoquer sa destruction (Hetzer et al., 2005). Par ailleurs, la 
coiffe 19S du protéasome fixe des protéines ubiquitylées, et joue un rôle dans l’élongation de 
la transcription, probablement en tant que chaperon pour le déroulement des protéines. 
L’ubiquitylation de Tat pourrait permettre de recruter les particules 19S sur le promoteur 
viral.  
Enfin, l’ubiquitine pourrait également permettre le recrutement de Tat dans les virions, où Tat 
peut être clivée par la protéase du HIV-1 (Appoloni et al., 2003).   
 
La phosphorylation de Tat par la kinase cellulaire associée, Cdk9, a été décrite uniquement 
pour la protéine Tat du HIV de type 2 (Tat-2) (Herrmann et al., 1993). Le rôle de la 
phosphorylation dans la fonction de Tat-2 reste une énigme, mais il est possible qu’elle régule 
l’interaction de Tat-2 avec l’ARN, puisque les sites de phosphorylation de Tat-2, les 
thréonines 85 et 89 et la sérine 94, se situent dans son domaine ARM, qui comprend les 
résidus 78 à 90 (Yang et al., 1996).  
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III.1.5. Inhibition de la fonction Tat 
 
La transcription des gènes du HIV-1 est une étape essentielle du cycle viral, par conséquent 
considérée comme l’une des cibles possibles pour inhiber la réplication du virus. L’expression 
des gènes viraux est, comme nous l’avons vu, hautement régulée par  la protéine Tat, qui joue 
un rôle central dans la stimulation de l’activité transcriptionnelle virale, en faisant intervenir 
un ensemble de partenaires cellulaires. De nombreux travaux cherchent à modéliser des 
inhibiteurs sélectifs de cette étape de transcription en ciblant la fonction Tat, et 
particulièrement pour empêcher sa liaison à l’élément TAR. Je citerai ci-dessous quelques 
unes des stratégies parmi tout l’arsenal utilisé pour inhiber la fonction de cette protéine virale. 
Plusieurs molécules ont été proposées pour empêcher l’interaction de Tat avec l’élément 
TAR. En particulier, de petites séquences ARN correspondant à la séquence TAR ont été 
utilisées pour détourner Tat de ses véritables cibles virales (Graham and Maio, 1990 ; Lee et 
al., 1995). Ces molécules, appelées « TAR decoy », entrent en compétition avec les séquences 
TAR virales pour la liaison à Tat, et bloquent alors sa fonction trans-activatrice. Elles 
semblent très efficaces pour inhiber la réplication virale, notamment lorsque elles sont 
fusionnées à une séquence qui les dirige exclusivement vers les nucléoles (Michienzi et al., 
2002).  En effet, la fusion de la molécule avec la séquence d’un petit ARN nucléolaire comme 
U16 provoque son accumulation dans les nucléoles. Ainsi, en séquestrant Tat dans les 
nucléoles, ces composés bloquent la transcription de l’ensemble des gènes viraux, induisant 
alors une inhibition efficace de la réplication virale. Cependant, l’utilisation de molécules 
ARN est confrontée à des problèmes d’instabilité et de délivrance intracellulaire, impliquant 
des doses élevées généralement incompatibles avec une bonne thérapie. Des auteurs ont 
proposé de produire des séquences TAR répétées en tandem afin de les délivrer dans la 
cellule, au risque cependant d’augmenter leur immunogénicité (Graham and Maio, 1990). 
 
Une autre stratégie se base sur l’activité catalytique de séquences ARN, qui sont capables de 
cliver spécifiquement des molécules ribonucléotidiques en présence de magnésium : les 
ribozymes. Ce type de molécules est naturellement utilisé par de nombreux virus pathogènes 
des plantes et par des ARN satellites durant leur cycle de réplication. Ces ribozymes clivent 
les liaisons phosphodiester en amont des triplets GUX, où X peut être C, U, ou A, GUC étant 
la séquence la plus efficacement reconnue. Cette propriété fait des ribozymes un excellent 
moyen d’inactiver l’expression de gènes, et de bons candidats comme agent thérapeutique 
(Michienzi et al., 1998).  
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Des auteurs ont ainsi dirigé des ribozymes contre la séquence TAR et ont obtenu une 
inhibition spécifique de la fonction Tat, provoquant la diminution de la réplication virale  
(Chakraborti et al., 2003 ; Unwalla et al., 2006). Etant donné la grande conservation de la 
séquence TAR parmi les isolats de HIV-1, les ribozymes offrent une stratégie attractive en 
termes de spécificité et d’efficacité.  Par ailleurs, empêcher l’action de Tat réduit de manière 
globale l’expression du virus, ce qui peut également ralentir l’émergence de virus résistants.  
 
D’autres composés, qui bloquent l’activité kinase du complexe cyclineT1/Cdk9 ont été 
étudiés (Pumfery et al., 2006). En effet, plusieurs inhibiteurs des kinases dépendantes de 
cycline comme Cdk9 ou Cdk2, utilisés dans les traitements anticancéreux, se sont révélés 
efficaces contre la réplication du HIV-1. Parmi ceux-ci peut être cité le flavopiridol. 
Cependant, il est évident que cibler de telles enzymes cellulaires provoquera des effets 
délétères pour les cellules, et l’usage en thérapeutique de ce type d’agent conduira à un risque 
accru d’effets secondaires lourds. 
 
Il est possible également de séquestrer Tat avant qu’elle ne s’associe à l’élément TAR, en 
utilisant des chaînes variables d’anticorps dirigés contre la protéine virale (Mhashilkar et al., 
1995). Ces molécules scFv (single-chain variable antibody fragments) reconnaissent 
spécifiquement Tat, et l’empêchent d’exercer sa fonction sur la transcription virale dans le 
noyau, ce qui inhibe de manière efficace la réplication virale et rend les cellules résistantes à 
l’infection. D’autres auteurs ont récemment tiré parti de la séquence de pénétration de Tat, le 
PTD, pour permettre la libération de scFv dans le noyau (Theisen et al., 2006). De cette 
manière, la molécule chimère accède facilement au noyau et peut entrer en compétition avec 
TAR et probablement avec la cycline T1 pour la liaison à Tat. En effet, le PTD, par son 
caractère basique, est capable  de fixer des acides nucléiques et peut donc se lier à TAR. Le 
fragment scFv, en se liant sur Tat, semble intervenir sur l’interaction Tat-Cycline T1. 
L’addition des effets des deux molécules formant la chimère conduit à une inhibition forte de 
Tat et de la réplication virale.  
Une stratégie similaire a utilisé des chaînes d’anticorps dirigés contre le domaine de la cycline 
T1 qui interagit avec Tat (Bai et al., 2003). Ces molécules ciblent ainsi spécifiquement 
l’interaction entre Tat et la cycline T1, et permettent d’inhiber la réplication virale sans 
affecter la transcription des gènes cellulaires.  
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Une stratégie plus récente utilise l’ARN interférence (RNAi) pour supprimer efficacement la 
réplication virale. La RNAi est un processus d’extinction de gène, conservé et opérationnel 
chez les insectes, les nématodes, les plantes et les cellules mammifères. Il est initié par  
l’introduction ou l’expression de séquences ARN double brin (double-stranded RNA, dsRNA) 
homologues à une séquence du gène à supprimer, et qui provoque généralement l’inactivation 
post-transcriptionnelle spécifique de ce gène. Chez les plantes, ces ARN peuvent également 
provoquer la méthylation du promoteur du gène cible, dont l’expression sera alors éteinte 
(Mette et al., 2000). Chez les plantes et la Drosophile, cet ARN double brin est clivé par la 
RNase cellulaire appelée « Dicer » en siRNA (small interfering RNA) plus petits, qui sont les 
véritables médiateurs de la RNAi. Chez les mammifères, outre la dégradation des séquences 
ARN spécifiques, ces longs dsRNA peuvent induire des réponses cellulaires et provoquer 
l’inhibition globale et non spécifique de l’expression des gènes (Hannon and Rossi, 2004). En 
particulier, il est maintenant bien établi que la transfection de dsRNA provoque la liaison et 
l’activation de la protéine kinase R, ce qui entraîne la stimulation de la voie de réponse à 
l’interféron (Sledz et al., 2003). Toutefois, l’introduction directe dans des cellules de 
mammifères de siRNA synthétiques d’une vingtaine de nucléotides peut induire l’inactivation 
spécifique d’un gène cible, pouvant réduire jusqu’à 90% de la protéine correspondante dans la 
cellule, sans affecter les autres gènes. Cette technique est désormais largement employée pour 
déterminer les fonctions de nombreuses protéines cellulaires. Dans le cadre du HIV-1, la 
RNAi permet de mieux appréhender le rôle de chacune de protéines virales et cellulaires 
impliquées dans la réplication du virus. 
 
 Dans le cas particulier de Tat, plusieurs travaux ont montré qu’il est possible d’inhiber 
spécifiquement son expression  par la technique de RNAi.  Un groupe a synthétisé des siRNA 
spécifiques de la séquence codant uniquement pour Tat, provoquant la suppression sélective 
de sa fonction dans la cellule (Coburn and Cullen, 2002). Par ailleurs, l’inhibition similaire de 
l’expression de la protéine Rev provoque l’inhibition de la réplication virale dans des cellules 
T primaires ou immortalisées. En effet, ces couples de siRNA réduisent l’expression des trois 
catégories d’ARNm viraux, et semblent initier la dégradation  de l’ARN génomique avant 
même l’étape de transcription inverse.  
 
D’autres auteurs ont également montré que de multiples régions de la séquence codant pour 
Tat peuvent être ciblées par la RNAi, pour supprimer efficacement l’expression de la protéine 
dans des cellules infectées (Surabhi and Gaynor, 2002). De cette manière, l’inhibition de la 
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réplication virale est très efficace, et perdure pendant toute la durée de l’étude (2 semaines). 
L’infection de cellules préalablement transfectées avec les siRNA dirigés contre Tat est 
affectée de la même manière, et la réplication virale y est efficacement réprimée.  Il semble 
donc possible de protéger les cellules d’une infection virale en exprimant constitutivement des 
siRNA spécifiques de régions très conservées du génome viral. L’utilisation de cette 
technique semble d’autant plus attractive pour Tat que sa séquence est très conservée et peu 
sujette aux variations. Par ailleurs, ces auteurs ont montré qu’il est possible de cibler plusieurs 
gènes viraux par RNAi pour inhiber efficacement la réplication virale. En effet, la suppression 
à la fois du gène tat et du gène codant pour la transcriptase inverse provoque l’inhibition de 
l’expression des ARNm viraux non épissés et épissés.  
 
L’effet de la RNAi à long terme a été examiné sur une lignée de cellules T humaines 
exprimant stablement des shRNA (short hairpin RNA) dirigés contre la séquence tat (Boden 
et al., 2003).  Les auteurs ont ainsi constaté une perte de l’activité antivirale des shRNA 25 
jours après infection, alors que la production de ces shRNA se poursuit correctement dans les 
cellules. L’analyse des séquences de l’ARN viral produit lors des cycles de multiplication a 
révélé l’émergence d’une mutation ponctuelle dans la séquence tat, démontrant ainsi les 
limites de la méthode de RNAi pour une thérapie antirétrovirale. Une RNAi efficace devra 
donc cibler des régions très conservées des séquences virales (comme les séquences gag et 
pol), ou cibler simultanément différentes régions du génome du virus, pour réduire la 
probabilité de générer des mutants. Plusieurs tentatives ont été réalisées, en utilisant une 
combinaison de siRNA dirigés contre des séquences virales conservées, notamment au niveau 
des régions codant pour gp41, Tat, Rev et Nef (Jacque et al., 2002 ; Dave and Pomerantz, 
2004). Ces siRNA interviennent très tôt dans le cycle de réplication virale, en dégradant 
l’ARN génomique avant même l’étape de transcription inverse et d’intégration. Ils semblent 
également pouvoir intervenir après la transcription, et dégrader les ARNm viraux 
correspondant aux régions ciblées, altérant ainsi la stœchiométrie des composants viraux. 
Cette stœchiométrie aberrante empêche l’assemblage des particules virales à la membrane 
cellulaire, et réduit l’infectivité des virions nouvellement produits.  
Par ailleurs, de nombreux travaux ont regardé l’effet de la suppression d’un acteur cellulaire 
de la réplication virale ou de la réponse à l’infection virale. Parmi eux, le facteur NF-κB a été 
ciblé, mais sa suppression inhibe également l’expression de gènes cellulaires, ce qui entraîne 
des effets dramatiques sur les réponses immunitaires de la cellule (Surabhi and Gaynor, 
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2002). De la même manière, la RNAi contre les récepteurs aux chimiokines comme CCR5 est 
possible, mais évidemment délétère pour les fonctions immunitaires de l’hôte.   
 
La liste des stratégies thérapeutiques développées pour empêcher la fonction de cet acteur 
viral principal dans la réplication du virus est encore longue, et elle ne cesse de croître. 
Cependant, il est évident que l’approche la plus appropriée se devra de cibler plusieurs 
fonctions virales, afin de bloquer la multiplication du HIV-1 à différentes étapes de son cycle 
de réplication, et de limiter l’émergence de virus résistants.  
 
 
III.2. La protéine Rev 
 
L’étude de l’organisation spécifique du génome des Rétrovirus a rapidement soulevé la 
question de comment de multiples gènes peuvent être exprimés à partir d’une seule entité 
virale. Ces virus sont en effet capables d’utiliser des facteurs de la cellule pour l’épissage 
alternatif de leur transcrit initial, et produisent ainsi une grande variété d’ARNm viraux. Dans 
le cas du HIV-1, plus de 30 espèces d’ARNm viraux coexistent dans une cellule infectée, 
mettant en jeu au moins 4 sites d’épissage différents en 5’ de l’ARNm et 8 sites en 3’ 
(Guatelli et al., 1990) (Figure 23). L’utilisation successive et régulée de ces différents sites 
permet la production séquentielle des différentes protéines virales, et explique l’émergence de 
nombreux transcrits contenant encore un ou plusieurs introns. De tels types d’ARNm 
cellulaires sont, dans les conditions normales de la cellule, retenus dans le noyau pour 
l’achèvement de leur épissage ou seront dégradés. Les processus d’épissage semblent par 
ailleurs exercer un effet positif sur l’export des ARNm cellulaires, qui ne sortent du noyau 





Or, dans le cadre d’une infection rétrovirale, certains ARNs viraux non ou partiellement 
épissés atteignent le cytoplasme. Ceux-ci serviront alors de matrice pour la synthèse de 
protéines virales ou d’ARN génomique qui sera assemblé dans les nouveaux virions. Ainsi, 
les Rétrovirus ont développé des stratégies pour détourner les mécanismes de dégradation et 
de séquestration nucléaires, pour entraîner les ARNm viraux non complètement épissés vers 
le cytoplasme. Chez les Rétrovirus complexes, cette fonction particulière est contrôlée par une 
protéine virale spécifiquement impliquée dans la reconnaissance de ces ARNm et induisant 
leur accumulation dans le cytoplasme.  
Pour le virus HIV-1, cette petite protéine a été identifiée sous le nom de Rev, qui signifie 
Régulateur de l’Expression des protéines du Virus (Pollard and Malim, 1998). Cette protéine 
a été découverte en 1986, juste après l’identification de la protéine virale activatrice Tat. En 
effet, en analysant finement la séquence de Tat, il a été remarqué que la délétion de régions 
voisines de la séquence tat conduisait à des virus exprimant correctement Tat mais incapables 
de produire les protéines Gag, Pol ou Env, et étaient par conséquent incapables de se répliquer 
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(Jones and Peterlin, 1994). Le gène impliqué, qui se superpose au gène tat avec un décalage 
de phase de lecture d’un nucléotide (+1), correspond à la séquence codant pour la protéine 
Rev.  
 
Plusieurs travaux ont alors mis en évidence une hiérarchie dans la synthèse des différentes 
protéines virales, et démontré la nécessité de Rev pour l’expression des protéines tardives à 
partir des ARNm viraux  non ou partiellement épissés (Kim et al., 1989 ; Felber et al., 1990). 
En effet, il a été montré qu’en l’absence d’une protéine Rev fonctionnelle, seuls les petits 
ARNm viraux multi-épissés étaient traduits en protéines, la traduction des transcrits de plus 
grande taille étant abolie. De ce fait, Rev joue un rôle fondamental dans le cycle viral et 
organise l’expression des gènes viraux en deux phases : une phase précoce durant laquelle 
s’expriment les gènes tat, nef et rev indépendamment de la présence de Rev, et une phase 






L’analyse des domaines structuraux de Rev a permis de comprendre comment cette protéine 
virale exerce sa fonction  au sein de la cellule. Par ailleurs, plusieurs travaux ont permis de 
définir un élément présent sur les ARNm contenant un ou plusieurs introns et permettant leur 
reconnaissance par Rev, l’élément RRE (Rev-Responsive Element) (Malim et al., 1990). Cette 
séquence a été cartographiée au niveau du gène env, et est donc présente sur tous les ARNm 
viraux non ou partiellement épissés. La synthèse des protéines tardives du virus nécessite 
donc la présence de protéines Rev en quantités suffisantes, qui seront recrutées sur le RRE des 
ARNm viraux nouvellement transcrits.  
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III.2.1. Domaines fonctionnels de Rev 
 
Rev est une petite protéine de 116 acides aminés, codée par deux exons qui expriment 
respectivement les résidus 1 à 26 et 27 à 116 de la séquence. Chacun de ces deux exons code 
pour des domaines essentiels pour la fonction de Rev, puisque la protéine dépourvue de l’un 
ou l’autre est inactive in vivo (Benko et al., 1990). En effet, cette protéine de 18 kDa environ 
possède plusieurs régions qui lui permettent de rentrer dans le noyau, de se fixer 
spécifiquement au motif RRE des ARNm viraux, de former des multimères le long de ces 
ARNm et de diriger le tout vers le cytoplasme en traversant de nouveau la membrane 
nucléaire. Des expériences de mutagénèse dirigée ont montré que chacune de ces activités est 







a) La partie amino-terminale  
 
Malgré plusieurs observations par immunofluorescence indirecte montrant une accumulation 
de Rev dans le noyau et les nucléoles de cellules transfectées (Cullen et al., 1988 ; Felber et 
al., 1989), son rôle dans le transport des ARNm requiert un équilibre dynamique entre 
cytoplasme et noyau. La région amino-terminale de Rev contient une séquence riche en 
arginines ou domaine ARM (arginin-rich domain), entre les résidus 34 et 50. Cette région 
contient un signal de localisation nucléaire (NLS) et nucléolaire (NOS), qui est responsable de 
la localisation de Rev dans ces compartiments et permet l’import au noyau de protéines 
hétérologues sur lesquelles elle est transférée (McDonald et al., 1992 ; Cochrane et al., 1990).  
 
La partie N-terminale de Rev est également impliquée dans sa liaison avec le motif RRE des 
ARNm, et sert donc de RBD (RNA Binding Domain). En effet, il a été montré que des 
mutations au niveau des résidus 14 à 20 génèrent des protéines incapables d’être importées au 
noyau et qui ne fixent plus le RRE, empêchant ainsi l’expression des gènes tardifs du virus 
(Hope et al., 1990). Ces protéines agissent comme mutants négatifs récessifs de la fonction 
Rev, puisqu’ils n’empêchent pas l’action de protéines Rev natives, capables de reconnaître les 
messagers viraux.  
 
Par ailleurs, la comparaison de séquences Rev de différents isolats de HIV-1 indique une 
certaine variabilité des résidus 14 à 20, qui toutefois n’affecte par la structure et la charge 
globalement positive du domaine N-terminal. Des travaux de mutagénèse du domaine ARM 
ont également indiqué que celui-ci adopte une conformation en hélice alpha, afin d’établir de 
fins contacts avec la séquence ARN (Hope, 1997). Ainsi, quatre résidus de Rev interviennent 
dans des contacts spécifiques avec le site primaire de liaison sur le RRE : trois arginine en 
position 35, 39 et 44 et le résidu asparagine en position 40 (Battiste et al., 1996). D’autres 
résidus contribuent à l’interaction Rev/RRE, dont la thréonine en position 34, le tryptophane 
en position 45 et les arginine en position 38, 41-43, 46 et 48, mais leur participation dans  







Cette région NLS/RBD est entourée de part et d’autre par des séquences moins bien définies, 
mais qui sont nécessaires pour la multimérisation de Rev le long de l’ARN (Madore et al., 
1994 ; Zapp et al., 1991). Des expériences de mutagénèse couplées à des tests de fixation in 
vitro ont en effet révélé la participation de la partie N-terminale de Rev dans sa 
multimérisation sur l’ARNm. 
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 Plusieurs modèles ont été proposés pour l’association des protéines Rev entre elles, 
définissant diverses régions nécessaires. En particulier, il a été suggéré que le motif NES, 
présent dans la partie carboxy-terminale de Rev, participait à ces interactions, mais il est 
désormais admis que seules les deux régions entourant le domaine basique de Rev, c’est-à-
dire les résidus 11-32 et 52-67, sont impliquées (Malim and Cullen, 1991). Des études 
récentes ont par ailleurs montré  que ces deux régions ont un rôle distinct dans la 
polymérisation de Rev, l’une étant nécessaire pour la formation du dimère de Rev, et l’autre 
intervenant pour la fixation des monomères suivants (Trikha and Brighty, 2005). De plus, 
certains résidus très conservés dans la séquence Rev sont essentiels pour la polymérisation, en 
particulier la leucine 12, la leucine 60 ou encore la valine 16 (Jain and Belasco, 2001).  
 
Un troisième élément fonctionnel important pour l’activité de Rev a été plus tardivement 
identifié. Il s’agit d’une petite séquence située en amont de la région NLS/RBD, entre les 
résidus 10 à 24,  et qui a été définie comme signal d’inhibition de diffusion nucléaire (Nuclear 
diffusion Inhibitory Signal, NIS) (Kubota and Pomerantz, 1998). Ce motif empêche la 
diffusion passive vers le noyau de Rev, qui est suffisamment petite pour traverser les pores 
nucléaires, et permet de maintenir un pool de protéines Rev dans le cytoplasme. Ce NIS est 
capable de séquestrer dans le cytoplasme des protéines hétérologues auxquelles il est 
fusionné, et un mutant Rev délété du NIS est inactif. Le NIS semble donc intervenir pour 
conserver une répartition correcte de Rev entre les compartiments nucléaire et cytoplasmique, 
et son rôle pour la fonction biologique de Rev in vivo est essentiel. Par ailleurs, cette séquence 
est relativement bien conservée, et le NIS adopte une conformation tertiaire spécifique en 
double hélice, qui pourrait lui permettre d’interagir avec un facteur cytoplasmique empêchant 
Rev d’aller au noyau. De plus, le NIS se superpose avec quelques résidus impliqués dans 
l’oligomérisation. Il est possible que plusieurs NIS interagissent pour former des multimères 
de Rev, qui seraient alors trop gros pour diffuser passivement à travers les pores nucléaires.   
 
b) La partie carboxy-terminale  
 
La partie carboxy-terminale est communément appelée domaine d’activation (Activation 
Domain, AD). Cette région est le domaine effecteur de Rev, impliqué dans l’interaction avec 
des co-facteurs cellulaires et l’export des ARNm viraux dans le cytoplasme. Des mutations 
dans ce domaine génèrent des protéines capables de fixer le RRE, de multimériser sur l’ARN 
mais incapables d’être exportées au cytoplasme (Malim et al., 1991 ; Stauber et al., 1995 ; 
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Szilvay et al., 1995). De tels mutants agissent comme trans-dominants négatifs, en fixant les 
protéines Rev natives pour les séquestrer dans le noyau.  En particulier, le mutant dominant 
négatif RevM10, dont les résidus 78 et 79 ont été mutés, possède un RBD intact pour la 
liaison au RRE, mais son domaine d’activation n’est pas fonctionnel (cf. Figure 25). De cette 
manière, RevM10 agit comme un inhibiteur compétitif de la fonction Rev (Malim et al., 
1989b). Par ailleurs, des mutants dans le domaine d’activation semblent affecter la régulation 
de l’épissage des ARNm viraux, en augmentant le pool d’ARNm viraux multi-épissés au 
détriment de ceux non ou mono-épissés (Szilvay et al., 1999). Ces résultats suggèrent la 
participation de Rev dans le contrôle de l’épissage des ARNm viraux.  
 
Le domaine d’activation contient une séquence riche en résidus leucine qui constitue un 
signal d’export nucléaire (Nuclear Export Signal, NES), apportant la preuve que Rev est bien 
impliquée dans l’export des ARNm viraux vers le cytoplasme (Fischer et al. 1995). Le NES 
de Rev fut le premier exemple de motif peptidique signal d’export nucléaire identifié (Szilvay 
et al., 1995 ; Meyer et al., 1996). Ce motif NES est présent sur de nombreuses protéines 
cellulaires et virales, qui peuvent ainsi être exportées rapidement au cytoplasme pour y 
exercer leur fonction. En particulier, l’inhibiteur de la protéine kinase dépendante de l’AMP 
cyclique (PKI) et le facteur I-κB ont un NES qui leur permet d’expulser vers le cytoplasme 
leur partenaire cellulaire respectif, la PKA et le facteur NF-κB et d’inhiber ainsi leur activité 
(Wen et al., 1995 ; Fritz and Green, 1996). La protéine MAPKK (Mitogen-Activated Protein 
Kinase Kinase) est de la même manière conduite au cytoplasme grâce à sa séquence NES, 
pour y être activée (Fukada et al., 1996).  
 
Par ailleurs, les lentivirus ainsi que les virus HTLV possèdent une protéine régulatrice 
fonctionnellement analogue à la protéine Rev du HIV-1. En particulier, la protéine Rex du 
HTLV-1 et les protéines Rev des virus EIAV (Equine Infectious Anemia Virus) et VV (Visna 
Virus) possèdent des séquences formant un NES, qui fonctionnent de manière autonome et 
peut être interchangées pour promouvoir l’export de la protéine à laquelle elles sont 
fusionnées (Meyer et al., 1996 ; Hope et al., 1991 ; Weichselbraun et al., 1992). Par ailleurs, 
les séquences NES de la protéine Rev du HIV-1 et des protéines cellulaires PKI, I-κB ou 
MAPKK sont capables d’entrer en compétition entre elles pour l’export des protéines ou de 
leur substrat, ce qui suppose l’existence d’une voie d’export nucléaire commune et 
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dépendante d’un signal NES, qui est utilisée par Rev pour exporter les ARNm viraux (Wen et 
al., 1995 ; Fritz and Green, 1996).    
L’analyse comparative des domaines NES de ces protéines virales et cellulaires montre une 
séquence consensus riche en résidus leucine espacés de manière aléatoire (Hope et al., 1991 ; 
Bogerd et al., 1996). Cette séquence est très conservée chez tous les lentivirus, ce qui 
implique un rôle fondamental de ce domaine dans la fonction de Rev et corrobore l’idée de la 
participation d’un ou plusieurs facteurs cellulaires communs à ces virus (et au HTLV-1) et 




Les séquences NLS et NES de Rev lui permettent d’effectuer la navette entre le noyau et le 
cytoplasme de la cellule, pour réguler le transport des ARNm viraux possédant le motif RRE.  
Ces domaines peuvent être interchangés avec des séquences analogues présentes sur d’autres 
protéines. En effet, comme décrit précédemment, le motif NES de Rev est capable d’induire 
l’export de protéines hétérologues auxquelles il est fusionné, et la substitution du NES de Rev 
 85
par la séquence NES d’une autre protéine reconstitue une protéine fonctionnelle. De la même 
manière, des protéines chimères possédant Rev et le domaine RBD de la protéine d’enveloppe 
(coat protein) du bactériophage MS2 sont capables de fixer et d’exporter des ARN dans 
lesquels le RRE a été substitué par l’opérateur MS2 (Venkatesan et al., 1992). Ces protéines 
chimères sont par ailleurs plus actives lorsque l’ARN possède plusieurs copies de l’opérateur 
MS2, suggérant l’importance de la multimérisation de Rev pour l’export des ARNm 
(McDonald et al., 1992).  
 
Toutefois, il est impossible de construire une protéine Rev active formée entièrement de 
séquences hétérologues, ce qui indique que d’autres attributs de la séquence de Rev, comme 
la région NIS, sont primordiaux pour son activité biologique. Par ailleurs, Rev subit une 
modification post-traductionnelle fréquemment rencontrée sur de nombreux substrats 
cellulaires, la phosphorylation. En effet, des études ont montré que Rev est phosphorylée in 
vivo par une kinase nucléaire, et ont suggéré que cette modification pouvait être modulée par 
des stimuli externes activant l’expression de cette kinase (Hauber et al., 1988 ; Cochrane et 
al., 1989a). Les sérines 8, 98 et 99 de la séquence Rev ont été identifiées comme les sites 
probables de la phosphorylation. Cependant, l’absence de phosphorylation n’affecte pas 
l’activité de Rev, indiquant que cette modification post-traductionnelle n’est pas 
indispensable à une fonction correcte de la protéine (Cochrane et al., 1989b).  
 
III.2.2. Caractéristiques des ARNm viraux dépendants de Rev 
 
Des expériences préliminaires ont très tôt abouti à l’identification d’une séquence présente 
dans la région env de l’ARN viral et reconnue par Rev, la séquence CAR (Cis-acting 
AntiRepression sequence) (Dayton et al., 1988). En présence de Rev, cette séquence est 
nécessaire et suffisante pour l’accumulation dans le cytoplasme des ARNm non ou 
partiellement épissés. Par ailleurs, il a été montré que la structure secondaire de la séquence 
CAR joue un rôle fondamental pour la reconnaissance de l’ARN par Rev ainsi que pour sa 
stabilisation (Dayton et al., 1989). Par la suite, cette séquence a été appelée RRE, en relation 
avec la spécificité de reconnaissance de Rev pour cet élément viral.  
 
L’élément RRE est une structure ARN d’environ 240 nucléotides située dans l’intron env, 
entre le site 5’ d’épissage n°4 et le site 3’ d’épissage n°6. Il est ainsi présent sur tous les 
ARNm viraux qui ne sont pas complètement épissés (cf. Figure 23). La région spécifique 
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pour la reconnaissance de Rev a été cartographiée grâce à différents travaux. En particulier, la 
mutagénèse du RRE a montré que Rev se fixe spécifiquement et avec une très forte affinité au 
niveau d’une séquence de quelques 30 nucléotides et formant une structure secondaire 
particulière dans le RRE (Heaphy et al., 1990). En effet, seule la structure secondaire du RRE 
est fondamentale pour la liaison de Rev, et certaines variations de cette structure peuvent être 
tolérées si elles ne perturbent pas la conformation finale du RRE (Olsen et al., 1990). Des 
expériences d’interaction in vitro ont également défini un site minimal sur le RRE nécessaire 
à la liaison de Rev et ont déterminé les structures primaire, secondaire et tertiaire du RRE 
complet, et dégagé les prémices d’une interaction ARN/protéine très particulière (Cook et al., 
1991 ; Bartel et al., 1991). La séquence primaire du site de haute affinité pour Rev est très 
conservée, et consiste en une soixantaine de nucléotides formant une structure en tige-boucle 
appelée domaine II. L’élément cœur, d’une trentaine de nucléotides, contient la tige IID et la 
tige-boucle IIB et forme une structure de nature hélicoïdale, légèrement distendue par deux 
appariements homopurine inhabituels. Ces paires de bases non conformes aux paires dites 
« de Watson-Crick » sont essentielles au maintien de la structure du domaine IID/IIB et 
permettraient l’établissement d’une conformation « ouverte » pour l’accès de Rev. Des 
analyses par résonance magnétique nucléaire ont montré que la légère contorsion de l’ARN 
permet à l’hélice α du RBD de Rev de venir s’insérer profondément dans la tige IID, 
établissant ainsi plusieurs contacts avec une large surface du RRE (cf. Figure 26) (Battiste et 
al., 1996). Des expériences de « footprinting » et d’interactions in vitro  utilisant la protéine 
Rev entière et de plus larges fragments du RRE ont montré que plusieurs molécules Rev 
peuvent se fixer sur une même séquence RRE (Cook et al., 1991 ; Kjems et al., 1991). 
L’affinité globale de Rev pour l’ARN est par ailleurs plus forte sur le RRE entier que sur le 
site minimal, indiquant que la liaison de plusieurs monomères de Rev rend le complexe 
Rev/RRE plus stable. Ainsi, la fixation d’un premier monomère de Rev induit des 
changements conformationnels du RRE et rend accessibles d’autres sites de liaison pour Rev, 
d’une affinité plus faible que le site IIB/IID. La Figure 28 représente les séquences primaire 





Les ARNm viraux dépendants de Rev possèdent également des séquences de répression (Cis-
acting Repressive Sequences, CRS) ainsi que des séquences d’instabilité (Instability 
Sequences, INS). Lorsqu’elles sont fusionnées à des gènes hétérologues, ces séquences sont 
capables d’en inhiber l’expression, inhibition qui peut être levée par l’action de Rev/RRE. 
Elles sont  distribuées le long des régions introniques du génome viral, et sont généralement 
riches en bases adénine (A) et uracile (U). Ces séquences AU sont des déterminants 
importants de l’instabilité de nombre d’ARNm cellulaires dont la durée de vie est très courte, 
comme les ARNm codant pour certaines cytokines ou pour des proto-oncogènes (Chen and 
Shyu, 1995). La contribution de ces séquences dans l’expression virale n’est pas clairement 
définie, mais il est probable que Rev masque les CRS et INS pour empêcher la séquestration 
et la dégradation des ARNm viraux dans le noyau (D’Agostino et al., 1992).  
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Par ailleurs, les ARNm viraux possèdent des signaux pour moduler l’efficacité de leur 
épissage, afin d’assurer la présence dans le noyau d’un pool d’ARNm non complètement 
épissés qui sortira du noyau. En effet, la présence au sein des ARNm viraux d’éléments 
stimulateurs (enhancer) et répresseurs (silencer) régule l’épissage et permet une production 
équilibrée des protéines virales dans la cellule (Staffa and Cochrane, 1995). Ces séquences 
semblent également être des éléments de liaison pour des facteurs cellulaires qui participent à 
l’épissage des ARN pré-messagers tout en les séquestrant dans le noyau (Amendt et al., 
1994). Ainsi, certains sites d’épissage sont utilisés de manière inefficace par la machinerie 
cellulaire, et la maturation d’une partie des ARNm viraux n’est pas achevée. En présence de 
Rev, ces ARNm viraux, qui contiennent encore au moins un intron, ne sont pas dégradés. Le 
mécanisme moléculaire exact expliquant ce phénomène n’est pas encore élucidé, mais il est 
probable que la fixation de Rev sur les ARNm soit impliquée dans la modulation de leur 
épissage (Kjems and Sharp, 1993). 
 
III.2.3. Fixation de Rev sur les ARNm viraux  
 
Les interactions entre Rev et le RRE sont très bien décrites, tant au niveau de la surface 
d’attache sur la séquence RRE que du domaine de liaison sur la protéine Rev. Par ailleurs, la 
présence de multiples sites de liaison pour Rev sur le RRE implique la formation de 
complexes oligomériques constitués de plusieurs molécules Rev fixées sur un même ARN. 
Les mécanismes intervenant dans cette étape de multimérisation ne sont pas clairement 
définis, mais cette polymérisation est essentielle pour former un complexe 
ribonucléoprotéique stable qui pourra être exporté vers le cytoplasme. En effet, des mutations 
dans Rev au niveau des séquences nécessaires pour sa multimérisation abolissent à la fois sa 
capacité d’oligomérisation et de fixation à l’ARN, ce qui suppose que l’oligomérisation est 
essentielle à la fixation de Rev sur le RRE (Malim et al., 1989b ; Daly et al., 1993). Par 
ailleurs, des mutations dans le domaine activateur (NES) de Rev génèrent des protéines 
capables de former des complexes stables avec les protéines Rev natives dans le noyau ou le 
cytoplasme, mais ces complexes sont inactifs (Hope et al., 1992). En effet, la co-expression 
de protéines Rev natives et de mutants NES-déficients inhibe fortement l’export des 
complexes RNP, indiquant que les différentes protéines Rev peuvent interagir via d’autres 
sites que le NES, mais que ce « déficit » en NES empêche probablement le recrutement de 
facteurs essentiels à l’export (Malim et al. 1989b).  
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Selon cette même hypothèse, il a été montré qu’un complexe binaire Rev/RRE, bien que 
capable de recruter le facteur d’export cellulaire CRM1 grâce à l’unique motif NES, n’est pas 
capable d’être exporté (Malim and Cullen, 1991). Par ailleurs, des études récentes avec le 
mutant RevM4 (muté sur les positions 23, 25 et 26) ont montré que la dimérisation de Rev sur 
l’ARN permet d’exposer des domaines basiques libres, disponibles pour la liaison de facteurs 
cellulaires, tandis que le complexe oligomérique reste stablement fixé sur l’ARN (Furnes et 
al., 2005).  
 
Ces résultats montrent l’importance de l’oligomérisation et du motif NES pour la fonction de 
Rev. Ils indiquent en effet que le domaine d’activation ainsi que les régions nécessaires à 
l’oligomérisation sont nécessaires pour les interactions protéines-protéines sur le RRE, et 
suggèrent la participation d’un ou plusieurs co-facteurs cellulaires qui se fixerait sur 
l’oligomère grâce à la présence de régions répétées de la séquence Rev (Bogerd and Greene, 
1993).   
 
Par ailleurs, la présence de plusieurs molécules de Rev sur l’ARN pourrait être importante 
pour stabiliser le complexe Rev/RRE dans le noyau, en empêchant la fixation des facteurs de 
rétention nucléaire sur l’ARNm ou en limitant l’accès des facteurs d’épissage (Heaphy et al., 
1991). Selon cette hypothèse, il a été montré que Rev forme des structures filamenteuses le 
long du RRE in vitro, ce qui pourrait bloquer la liaison de facteurs d’épissage cellulaires ou 
dissocier ceux déjà présents sur l’ARNm.  
 
Il n’est pas encore bien défini si Rev se fixe sur le RRE en tant que complexe préformé de 
deux molécules Rev ou plus, ou si l’oligomérisation a lieu suite à la fixation du premier 
monomère de Rev sur l’ARN. Il a été montré que Rev est capable de s’auto-associer en 
l’absence du RRE in vitro (Zapp et al., 1991) et in vivo (Szilvay et al., 1997), suggérant que la 
formation de complexes de Rev pourrait avoir lieu avant la liaison sur l’ARN. Par ailleurs, 
cette oligomérisation de Rev a été supposée importante pour son import dans le noyau, 
puisqu’un mutant déficient pour l’oligomérisation reste séquestré dans le cytoplasme (Szilvay 
et al., 1997). Cependant, des essais de fixation in vitro ont montré que Rev se fixe en tant que 
monomère sur le site de haute affinité du RRE, le domaine IIB/IID. Cette interaction entraîne 
des modifications localisées de la structure du RRE, qui stabilisent le complexe binaire 
Rev/ARN (Cook et al., 1991). D’autres molécules Rev peuvent alors se fixer sur le complexe, 
par des interactions protéine-protéine et ARN-protéine faisant intervenir d’autres résidus que 
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ceux impliqués dans l’interaction primaire. Il s’avère donc que de multiples régions de Rev, 
outre celles entourant le NLS, interviennent dans la formation du complexe oligomérique sur 
l’ARNm viral.  
 
Ainsi, la fixation du premier monomère de Rev faciliterait la fixation du second, puis du 
troisième monomère, jusqu’à former un complexe multimérique qui sera exporté. Ce modèle 
de fixation coopérative semble désormais admis, où la fixation de chaque monomère se fait de 
manière symétrique selon un schéma « queue-à-queue et tête-à-tête » (Figure 29) (Jain and 
Belasco, 2001). Ce scénario explique la participation de résidus éloignés dans la séquence 
Rev, dont la leucine en position 12 et 60 et la valine en position 16, qui font en fait partie de 




Aucune étude n’a été en mesure de déterminer avec certitude le nombre exact de molécules 
Rev qui se fixent sur le RRE in vivo. Plusieurs travaux supposent que Rev se fixe sur l’ARN 
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en tant que tétramère (Zapp et al., 1991 ; Hope et al., 1992 ; Van Ryk and Venkatesan, 1999). 
D’autres ont établi cette stœchiométrie à  8 molécules de Rev pour une molécule d’ARN, 
mais elle reste moins probable bien qu’il soit possible de pousser ce chiffre jusqu’à plus de 10 
en présence d’un large excès de protéines Rev  in vitro et in vivo (Cook et al., 1991 ; Van Ryk 
and Venkatesan, 1999).  
 
III.2.4. Rôle de Rev sur l’expression des ARNm viraux non ou partiellement épissés 
 
Il est entendu que, contrairement à Tat, Rev n’agit pas sur les étapes de transcription virale 
puisqu’elle n’affecte aucunement la quantité totale des ARNm viraux présente dans la cellule. 
En effet, il est désormais admis que la fonction primaire de Rev est de diriger spécifiquement 
les ARNm viraux non complètement épissés vers le cytoplasme, pour permettre la synthèse 
des protéines tardives du virus et l’apparition dans le cytoplasme de brins d’ARN génomique. 
Cependant, il n’est pas exclu que d’autres fonctions découlent de cette activité.  En particulier, 
le rôle de Rev dans l’export semble intimement lié à une action sur l’épissage, puisqu’il 
implique l’éloignement des ARNm non complètement épissés à l’écart de la machinerie 
d’épissage présente dans le noyau.   
 
Par ailleurs, l’identification de la séquence RRE et des éléments régulateurs de l’épissage sur 
le gène env suggère l’implication de Rev à la fois dans le contrôle de l’épissage, de la stabilité 
et de l’export des ARNm. En effet, ces éléments semblent être responsables de la faible 
expression des ARNm viraux en l’absence de Rev, notamment en affectant leur localisation 
intranucléaire (Felber et al., 1989 ; Hadzopoulou-Cladaras et al., 1989 ; Favaro et al., 1998). 
Cela suppose que Rev est capable de reconnaître certains ARNm nouvellement issus de la 
transcription, pour empêcher leur maturation ou leur dégradation et permettre leur expression.  
 
a) Export des ARNm viraux   
 
Bien que les nombreux travaux effectués démontrent un effet pléïotrope de Rev sur les 
ARNm viraux, son action principale intervient dans la reconnaissance et l’export des 
messagers viraux non ou partiellement épissés (Pollard and Malim, 1998). En effet, des 
expériences de microinjection dans des oocytes de Xenopus ont permis de prouver de manière 
pertinente que Rev agit spécifiquement au niveau de l’étape d’export de ces ARNm. Ces 
travaux ont démontré que la présence de Rev ne modifie pas le rapport quantitatif entre ARN 
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épissés et ARN non ou mono-épissés, mais qu’elle provoque l’accumulation de ces derniers 
dans le cytoplasme (Fischer et al., 1994 ). Ils ont également montré que Rev induit l’export 
des ARNm viraux grâce à son motif NES, selon un processus actif et saturable, mais distinct 
de celui utilisé pour l’export des ARNm cellulaires (Fischer et al., 1995).  
 
b) Stabilité dans le noyau et transport  
 
Plusieurs travaux ont indiqué que Rev agit sur la stabilité et le transport des ARNm viraux 
non ou partiellement épissés, et exerce ainsi un rétrocontrôle négatif sur l’expression des 
gènes précoces (Arrigo et al., 1989 ; Felber et al. 1990 ; Malim and Cullen, 1993). En effet, 
dans des conditions de blocage de la transcription, la présence de Rev augmente la demi-vie 
des ARNm non ou partiellement épissés. Par ailleurs, l’utilisation de vecteurs proviraux 
dépourvus de sites d’épissage a montré que la stabilisation de ces ARNm est indépendante 
d’une régulation de leur épissage. Ainsi, en recrutant les ARNm directement après leur 
transcription, Rev semble réduire la quantité d’ARNm viraux disponibles dans le noyau pour 
l’épissage. Sa fonction d’export des ARNm serait donc intimement liée à un rôle stabilisateur 
des transcrits viraux dans le noyau.  
 
c) Contrôle de l’épissage  
 
Il est également probable que, en reconnaissant spécifiquement les ARNm viraux, Rev exerce 
un contrôle sur leur maturation et leur devenir, en bloquant directement les processus 
d’épissage. En effet, certains sites d’épissage sur les ARNm viraux sont utilisés de manière 
inefficace, ce qui retarde une maturation autrement trop rapide et permet la fixation de Rev. 
Par ailleurs, des travaux ont montré que Rev, en s’associant avec l’ARNm viral dans le noyau, 
empêche la formation du complexe d’épissage, ou spliceosome (Kjems and Sharp, 1993). De 
cette manière, Rev serait capable d’arrêter les processus d’épissage pour garantir un pool 
d’ARNm viraux non ou partiellement épissés dans le noyau.  
Par ailleurs, Rev semble agir sur la localisation intranucléaire des ARNm non épissés, en les 
dirigeant dans différents compartiments subnucléaires, dont les nucléoles. Rev pourrait ainsi 
détourner les nouveaux transcrits viraux de la machinerie cellulaire d’épissage ou de 
dégradation (Favaro et al., 1998).  
L’étude des mutants trans-dominants négatifs de Rev apporte également des arguments en 
faveur d’un rôle de Rev sur l’épissage. Ces mutants semblent à la fois séquestrer la protéine 
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Rev sauvage dans le noyau et affecter l’activité d’épissage des ARNm viraux (Szilvay et al., 
1999). En effet, leur présence dans la cellule stimule l’activité d’épissage des ARNm viraux, 
entraînant l’augmentation des protéines issues des ARNm viraux multi-épissés. Selon ces 
observations, Rev aurait un effet modulateur sur l’épissage, afin d’assurer au virus 
l’expression des protéines tardives et la formation de l’ARN génomique à partir d’ARNm non 
ou partiellement épissés.  
 
d) Régulation de la traduction  
 
Plusieurs travaux sont en faveur d’un rôle de Rev sur la traduction dans le cytoplasme des 
ARNm viraux non ou partiellement épissés (Arrigo and Chen, 1991 ; D’Agostino et al., 
1992). En effet, il a été montré que ces ARNm viraux apparaissent dans le cytoplasme en 
l’absence de Rev, mais qu’ils ne sont pas traduits. Il a ainsi été proposé que la fixation de Rev 
sur les messagers viraux induit le recrutement des polysomes, pour permettre la synthèse des 
protéines (D’Agostino et al., 1992).  
Il est également probable que la liaison de Rev sur les ARNm viraux restaure la liaison de 
facteurs sur des sites autrement masqués sur les ARN. Parmi ceux-ci, il a été suggéré que Rev 
pourrait permettre l’accès à la protéine PAB1 (Poly(A)-Binding protein 1), qui se lie 
classiquement sur la région poly(A) des ARNm maturés et intervient sur leur stabilité et leur 
traduction (Campbell et al., 1994).  
D’autres travaux plus récents ont montré que Rev stimule la traduction de l’ARNm env, en 
recrutant directement un ou plusieurs acteurs cellulaires de la synthèse protéique ou en 
séquestrant un facteur répresseur de la traduction (Perales et al., 2005). L’identification de 
facteurs interagissant avec Rev et impliqués dans la synthèse protéique supporte l’hypothèse 
d’un rôle de Rev dans le contrôle de la traduction. Parmi eux, le facteur d’initiation de la 
traduction eucaryote eIF-5A, qui fixe le complexe Rev/RRE dans le noyau, pourrait permettre 
la traduction préférentielle des ARNm viraux exportés au cytoplasme (Ruhl et al., 1993). Il 
semble alors nécessaire que l’ARNm viral soit complexé à la protéine virale Rev et à d’autres 
facteurs cellulaires pour pouvoir accéder efficacement à la machinerie traductionnelle. 
 
III.2.5. Les partenaires cellulaires de Rev  
 
Nous avons vu que Rev est une protéine possédant à la fois des séquences NLS et NES qui lui 
permettent d’effectuer la navette entre le noyau et le cytoplasme de la cellule, pour transporter 
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les ARNm viraux vers le cytoplasme. Pour cette  fonction, Rev utilise les voies de transport 
nucléo-cytoplasmique de la cellule et recrute un certain nombre de facteurs cellulaires. De 
nombreux travaux se sont appliqués à rechercher les protéines interagissant avec Rev, et en 
particulier avec sa séquence NES, afin de décrire finement les mécanismes impliqués dans 
l’export des ARNm viraux par Rev. Plusieurs protéines cellulaires ont ainsi été décrites, dont 
certaines sont impliquées directement dans le transport nucléaire, alors que d’autres ont des 
fonctions plus éloignées. 
 
a) Import de Rev au noyau et reconnaissance de ARNm viraux  
 
Pour son import jusqu’au noyau et aux nucléoles, il est probable que Rev utilise la protéine 
B23 ou nucléophosmine. B23 est une protéine abondante dans le noyau et les nucléoles, et 
capable d’effectuer la navette entre le noyau et le cytoplasme. Des auteurs ont montré qu’elle 
peut stimuler l’import de Rev en se liant directement au NLS (Szebeni et al., 1997). Par 
ailleurs, B23 peut être phosphorylée, ce qui augmente son affinité pour les composants 
nucléolaires, et pourrait entraîner Rev dans ces compartiments. B23 possède deux séquences 
de type NLS situées de part et d’autre d’un domaine acide. Il semblerait que ce dernier 
intervienne dans l’interaction affine avec le NLS de Rev, qui profiterait alors des propriétés de 
B23 pour accéder efficacement au noyau. Il est également possible que B23 agisse comme 
chaperon moléculaire de Rev jusqu’aux nucléoles. Cependant, B23 ne semble pas absolument 
nécessaire pour l’import de Rev, qui peut atteindre les nucléoles en son absence.  
La fonction de B23 dans la cellule n’est pas encore bien définie, elle pourrait avoir un rôle 
dans la synthèse des ribosomes, en recrutant les protéines ribosomiques dans les nucléoles 
pour leur assemblage en ribosomes fonctionnels. Par ailleurs, elle stimule l’activité 
nucléolaire, importante pour la prolifération cellulaire, et serait impliquée dans le 
développement de tumeurs en régulant l’activité de la protéine p53 (Chan et al., 2005).  
A l’intérieur du noyau, Rev s’accumule dans différents compartiments subnucléaires, 
probablement pour diriger les ARNm viraux à l’écart des facteurs d’épissage ou de 
dégradation puis les emmener au cytoplasme. Ainsi, il a été montré que Rev interagit avec 
l’ARNm au niveau des sites de transcription et de maturation, où sont accumulés des facteurs 
d’épissage dont SC-35 (Kalland et al., 1994 ; Boe et al., 1998). SC-35 est une protéine 
appartenant à la famille des protéines de liaison à l’ARN riches en SR (serine-arginine rich) 
impliquées dans la régulation de l’épissage des ARN pré-messagers cellulaires. En 
interagissant avec l’ARN viral, il est probable que Rev dissocie les facteurs d’épissage et 
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empêche l’assemblage du complexe d’épissage de l’ARN (spliceosome), pour ensuite recruter 
d’autres facteurs lui permettant de sortir du noyau. 
Le facteur SF2/ASF (Splicing Factor 2/Alternative Splicing Factor) est un facteur de la même 
famille que SC-35, qui intervient également dans l’épissage des ARNm viraux et régule la 
fonction Rev. Dans le cadre d’une infection par HIV-1, ce facteur est directement recruté sur 
des séquences spécifiques régulant l’épissage de l’ARN pré-messager viral (Caputi et al., 
2004). Ce facteur est en effet capable de se fixer sur le RRE des ARNm viraux, dans un site 
voisin du site de liaison à Rev (Powell et al., 1997). Ainsi, en présence de Rev, SF2/ASF 
permet l’inhibition de l’épissage des ARNm viraux sur lesquels il est fixé. Cependant, en 
large excès de SF2/ASF, l’activité de Rev est réduite et l’épissage des ARNm viraux est 
accru, provoquant l’accumulation des protéines précoces au détriment des protéines tardives 
du virus (Pongoski et al., 2002). Il apparaît alors que l’inhibition de l’activité des protéines SR 
est nécessaire pour protéger l’ARNm viral de l’épissage lors de la phase tardive du cycle 
viral.  
Des travaux ont montré que Rev interagit par son domaine ARM avec la protéine p32, un 
inhibiteur de l’épissage associé au facteur SF2/ASF, ce qui protège l’ARNm viral contre 
l’épissage et soutient l’activité de Rev (Zheng et al., 2003b). En effet, p32 inhibe 
spécifiquement le facteur SF2/ASF en bloquant sa phosphorylation et donc son association 
avec l’ARN. Cette protéine p32 est inactive chez la souris, dans laquelle la réplication virale 
ne peut être productive. Ce défaut de multiplication du virus est en partie dû à une mutation 
dans la protéine p32 murine, pas substitution du résidu glycine 35 en un résidu asparagine, qui 
inactive complètement la protéine et provoque l’épissage excessif des ARNm viraux.  
 
b) Export de Rev et des ARNm viraux dans le cytoplasme 
 
Le transport des complexes liés à Rev (exportasome) implique également des interactions 
avec plusieurs co-facteurs présents dans le noyau. En effet, la formation d’un multimère de 
Rev sur l’ARNm viral suggère la liaison de plusieurs facteurs sur le complexe qui sera envoyé 
vers le cytoplasme.  
 
 b.1) Le facteur d’export CRM1 
 
Le facteur CRM1/exportine 1 a été le premier partenaire de Rev identifié. Cette protéine 
d’environ 112 kDa est un membre de la famille des récepteurs impliqués dans le transport 
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nucléaire, les importine β. Le gène crm1 a été initialement découvert chez des mutants de 
Schizosaccharomyces pombe dont la croissance est sensible à la baisse de température 
(Adachi and Yaganida, 1989). En effet, des mutations conditionnelles du gène crm1 
entraînent une déformation des chromosomes, suggérant un rôle de CRM1 dans le maintien 
de la structure des chromosomes, d’où sa dénomination « CRM1 » (Chromosome Region 
Maintenance 1). Cette altération chromosomique est d’ailleurs probablement une 
conséquence secondaire du rôle de CRM1 dans le transport nucléaire. Ce même phénotype a 
été observé quelques années plus tard chez Saccharomyces cerevisiae, où la déplétion en 
CRM1 entraîne également la rétention des ARN polyadénylés dans le noyau, indiquant un 
rôle probable de CRM1 dans le transport de certains ARN cellulaires vers le cytoplasme 
(Neville et al., 1997). 
 
Le rôle de CRM1 dans le transport dépendant de Rev a été initialement suggéré après 
l’utilisation d’un antibiotique antifongique, la leptomycine B (LMB), qui induit l’arrêt du 
cycle cellulaire eucaryote en phases G1 et G2. En effet, des études de toxicité de la LMB sur 
différentes souches de S. pombe ont montré un lien entre la sensibilité à cet antibiotique et le 
gène crm1. Par ailleurs, les phénotypes observés sur des cellules déplétées en CRM1 et 
traitées avec l’antibiotique rappellent ceux des mutants sensibles à la température (Nishi et al., 
1994). De plus, CRM1 possède des similarités de séquences avec le domaine de liaison à 
RanGTP de l’importine β, dont la fonction dans le transport nucléaire est reliée à son affinité 
pour les pores nucléaires (Nuclear Pore Complex, NPC). 
Par la suite, il a été montré que CRM1 est localisé à la fois dans le nucléoplasme, dans les 
nucléoles et au niveau des pores nucléaires, et est capable de s’associer avec plusieurs 
nucléoporines in vivo, dont Nup214/CAN et Nup88 (Fornerod et al., 1997a). CRM1 est donc 
un facteur nucléaire soluble, capable d’interagir avec certains composants des NPC pour être 
expulsé du noyau.  
 
Plusieurs auteurs ont alors montré que CRM1 est capable de se fixer sur des motifs NES in 
vitro, à partir de lysats d’oocytes de Xenopus ou d’extraits cellulaires (Fornerod et al., 1997b ; 
Ossareh-Nazari et al., 1997), ou dans des systèmes utilisant les protéines recombinantes 
purifiées (Fukada et al., 1997). CRM1 est donc un facteur d’export pour les protéines à motif 
NES, comme Rev, MAPKK, ou encore PKI. Par ailleurs, il a été observé que le transport de 
ces protéines vers le cytoplasme est inhibé par la Leptomycine B. Cette inhibition provient de 
l’interaction directe entre CRM1 et la LMB, qui altère la liaison de CRM1 sur le NES 
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(Fornerod et al., 1997b). Par son rôle dans l’export nucléaire, CRM1 prend désormais 
l’appellation d’exportine 1. 
 Des expériences de criblage en double hybride chez la Levure S. cerevisiae ont démontré que 
CRM1 interagit à la fois avec Rev et avec Ran (Stade et al., 1997 ; Neville et al., 1997). Ainsi, 
la protéine CRM1 humaine (hCRM1) interagit avec la protéine nucléaire RanGTP en 
présence de Rev, induisant ainsi la formation d’un complexe ternaire CRM1/Rev/RanGTP 
stablement fixé sur l’ARNm viral dans le noyau (Askjaer et al., 1998 ). C’est ce complexe 
ternaire qui serait sensible à la LMB et à des mutations du NES, NES qui interviendrait au 
moment de l’association de RanGTP. En particulier, le mutant RevM10 est capable de fixer 
CRM1, mais il pourrait séquestrer les complexes Rev/CRM1 dans le noyau en bloquant la 
liaison de CRM1 avec RanGTP. De même, la LMB s’associe avec hCRM1 dans le complexe 
hCRM1/Rev/RanGTP et induit des modifications conformationnelles déstabilisant le 
complexe et empêchant son export (Hakata et al., 2002).  
 
 b.2) Les nucléoporines 
 
Outre cette interaction avec CRM1, essentielle à Rev pour être exportée vers le cytoplasme, 
Rev interagit directement avec des composants des pores nucléaires, pour y diriger les ARNm 
viraux et les faire passer dans le compartiment cytoplasmique. Ainsi, Rev interagit 
successivement ou simultanément avec différentes nucléoporines, de manière hiérarchisée 
pour permettre le transport des complexes liés à Rev à travers les NPC.  
 Grâce au criblage par double hybride chez la Levure S. cerevisiae, plusieurs auteurs ont 
identifiés différentes nucléoporines interagissant avec le NES de Rev. Ainsi, la protéine 
hRip/Rab (human Rev interacting protein/Rev activation domain-binding protein), et son 
homologue Rip1p chez la Levure, a été initialement décrite comme le co-facteur cellulaire de 
la fonction Rev (Bogerd et al., 1995 ; Stutz et al., 1995 ;  Fritz et al., 1995). hRip/Rab est en 
effet capable de fixer spécifiquement le NES de Rev in vitro et de promouvoir l’export des 
ARN liés à Rev in vivo. Cette protéine a rapidement été rattachée à la famille des 
nucléoporines, puisqu’elle est localisée à la fois dans le noyau, le cytoplasme et au niveau des 
pores nucléaires et qu’elle possède de fortes homologies de séquence avec les nucléoporines, 
dont les répétitions du dipeptide Phénylalanine-Glycine (FG). hRIP est également capable de 
lier des séquences NES d’autres protéines virales comme la protéine Rex du virus HTLV-1 ou 
Rev du virus EIAV, d’où l’appellation Rab (Rev/Rex activation domain binding). Par ailleurs, 
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c’est cette protéine qui a permis de définir la séquence consensus NES riche en leucines 
(Bogerd et al., 1996). 
 
Par la suite, des auteurs ont montré que Rev interagit avec d’autres protéines contenant des 
répétitions FG, chez S. cerevisiae et chez les Vertébrés. En particulier, la nucléoporine 
Nup153 est l’une des premières rencontrée au niveau de la face interne du NPC. Des travaux 
ont montré qu’elle participe à l’export des ARNm viraux dépendants de Rev, probablement en 
fixant les ARN, grâce à ses domaines en doigts de zinc ou indirectement via une protéine 
adaptatrice (Ullman et al., 1999). Par ailleurs, les nucléoporines Nup98 et Nup214 sont des 
facteurs solubles dans le noyau, qui permettraient de diriger l’exportasome à proximité des 
pores nucléaires (Zolotukhin and Felber, 1999).  Ces deux nucléoporines sont associées à 
CRM1 (et RanGTP) dans des complexes dynamiques, supposant que CRM1 sert de pont pour 
associer Rev aux nucléoporines Nup98 et Nup214 (Fornerod et al., 1997a). Par ailleurs, 
l’interaction Rev/Nup98 est plus avide que la liaison Rev/hRip, ce qui suggère qu’une 
interaction forte entre Rev et Nup98 a lieu initialement dans le nucléoplasme ou les nucléoles, 
pour former des complexes intermédiaires ARN/Rev/CRM1/Nup98/Nup214 qui seront 
dirigés vers les NPC. Il s’en suit alors plusieurs interactions successives, dont hRip, qui 
propulsent le complexe à travers les NPC jusqu’au cytoplasme. Des études plus récentes ont 
montré que l’interaction de Rev avec Nup98 est indépendante de CRM1, puisque des 
mutations de CRM1 abolissant la liaison Rev/hRip n’affectent pas l’interaction Rev/Nup98. 
Par ailleurs, l’accumulation des complexes ARN/Rev vers les NPC est insensible à un 
traitement à la Leptomycine B, ce qui suggère l’intervention de facteurs comme Nup98 pour 
diriger les complexes vers la membrane nucléaire, indépendamment de CRM1 (Kiss et al., 
2003). 
La protéine NLP-1 (Nucleoporin-Like Protein 1), localisée à la membrane nucléaire et 
présentant de fortes homologies de séquences avec hRip, jouerait également un rôle dans la 
progression de l’exportasome vers et à travers les pores nucléaires (Farjot et al., 1999). 
 
Le rôle de hRip dans le transport de l’exportasome reste encore évasif, puisqu’on ne sait pas 
réellement à quel niveau elle intervient. Il a récemment été montré qu’elle serait impliquée 
non pas dans le transport intranucléaire des complexes RNP, mais dans leur mouvement 
depuis les NPC jusqu’au cytoplasme (Sanchez-Velar et al., 2004). En effet, en l’absence de 
hRip fonctionnelle, les complexes ARN liés à Rev se retrouvent accumulés à la périphérie 
nucléaire dans le cytoplasme, là où est localisée normalement hRip. hRip pourrait donc 
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intervenir dans la dissociation des complexes à leur sortie du noyau, ou recueillir l’ARN 
dissocié des complexes dans le cytoplasme pour le diriger vers la machinerie traductionnelle. 
Par cette association avec hRip, Rev semble donc impliquée en partie dans la régulation de la 
traduction des ARNm viraux qu’elle expulse du noyau. Par ailleurs, l’association de Rev avec 
de multiples composants des pores nucléaires suggère une dissociation accélérée du complexe 
d’épissage (spliceosome) au niveau des NPC, et donc la participation de Rev dans l’inhibition 
de l’épissage des ARNm viraux.  
  
 b.3) Le facteur eIF-5A 
 
D’autres protéines aux fonctions différentes du transport nucléaire interagissent avec Rev. 
Parmi elles, le facteur d’initiation eucaryote eIF-5A semble jouer un rôle direct dans la 
fonction Rev. La liaison de Rev avec eIF-5A a été déterminée grâce à des expériences 
d’interaction utilisant des extraits nucléaires et un peptide de synthèse correspondant au NES 
de Rev (Ruhl et al., 1993). Cette interaction a été confirmée par des tests sur des oocytes de 
Xenopus, qui ont indiqué que la présence de eIF-5A est nécessaire à la trans-activation par 
Rev d’un ARN rapporteur. A l’inverse, des mutants de eIF-5A capables d’interagir avec le 
complexe Rev/ARN empêchent l’export nucléaire de Rev et inhibent la réplication du HIV-1 
dans des expériences de microinjection de cellules somatiques (Bevec et al., 1996). Par 
ailleurs, il a été montré que eIF-5A est une véritable protéine navette, qui s’accumule au 
niveau des filaments intranucléaires des NPC et interagit avec CRM1. D’autres auteurs ont 
montré que eIF-5A s’associe avec les nucléoporines Nup214, Nup98, Nup153 et Nup62, ainsi 
qu’avec l’actine (Hofmann et al., 2001). Ces travaux ont ainsi soulevé l’idée d’un rôle de 
l’actine, qui peut être associée aux filaments nucléoplasmiques des NPC, dans l’export 
nucléaire. Il est donc probable que eIF-5A agisse comme un adaptateur pour la liaison entre 
Rev et CRM1 au niveau de la face interne des NPC, et permette la translocation de 
l’exportasome vers le cytoplasme.  
 
De manière intéressante, bien que eIF-5A semble à l’origine impliqué dans l’initiation de la 
traduction, sa fonction normale n’est pas connue. Cette protéine est retrouvée dans toutes les 
cellules eucaryotes ainsi que chez les archéobactéries, ce qui suppose que sa fonction est 
essentielle pour la croissance cellulaire. Il a à l’origine été suggéré que eIF-5A stimulait la 
formation de la première liaison peptidique lors de la synthèse protéique (Park, 1989 ; Smit-
McBride, 1989). De plus, eIF-5A est la seule protéine connue à posséder l’acide aminé 
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hypusine, résidu qui par ailleurs est largement conservé chez les eucaryotes. L’hypusine 
résulte de la modification post-traductionnelle d’un résidu lysine, et est responsable de 
l’activation de eIF-5A. En effet, il a été montré que ce résidu est nécessaire pour la liaison de 
eIF-5A avec des composants de la machinerie traductionnelle, comme les ribosomes, les ARN 
de transfert (ARNt) ou les ARNm (Park, 1989). Cependant, des études chez la Levure S. 
cerevisiae ont montré que eIF-5A est essentielle à la viabilité cellulaire mais qu’elle n’est pas 
impliquée dans l’initiation de la traduction générale des protéines (Kang and Hershey, 1994). 
En effet, l’absence de eIF-5A provoque un arrêt rapide du cycle cellulaire, mais affecte peu la 
synthèse protéique. Par ailleurs, l’absence de formation de l’hypusine sur eIF-5A provoque la 
disparition des polysomes sur certains ARNm (Hanauske-Abel et al., 1995). Ainsi, eIF-5A 
semble avoir un rôle dans le métabolisme des ARNm cellulaires, en induisant la dégradation 
sélective de certains ARNm.  
 
 b.4) Les hélicases d’ARN DDX1 et DDX3 
 
Des hélicases d’ARN ont été récemment identifiées comme intervenant dans le transport de 
l’exportasome. Les protéines DDX (Asp-Glu-Ala-Asp= DEAD- box RNA helicase) sont des 
hélicases d’ARN dépendantes de l’ATP, impliquées dans différents aspects du métabolisme 
des ARN, dont la transcription, l’épissage et l’export. Elles interviennent dans les 
réarrangements moléculaires, en induisant notamment le déroulement des hélices d’ARN pour 
la modulation des interactions ARN-ARN ou ARN-protéines.  
 
Il a été montré que les protéines DDX3 et DDX1 sont  deux co-facteurs essentiels à la 
localisation de Rev et au transport de l’ARNm viral vers le cytoplasme. En effet, DDX3 est 
une protéine nucléo-cytoplasmique capable d’interagir avec Rev et  hCRM1 in vivo et 
localisée sur la face externe (cytoplasmique) des NPC (Yedavalli et al., 2004). De ce fait, 
DDX3 pourrait utiliser l’énergie issue de l’hydrolyse de l’ATP pour dérouler l’ARNm viral et 
réduire certaines contraintes structurales afin de faciliter son passage à travers le NPC. Cette 
modification conformationnelle pourrait également contribuer au détachement des protéines 
présentes sur  l’ARNm viral à son arrivée dans le cytoplasme.  
Le rôle de DDX3 dans la cellule reste inconnu à l’heure actuelle, et il semble évident qu’il ne 
se limite pas à assister la réplication du HIV-1. Bien que DDX3 agisse d’une manière 
similaire à la protéine Dbp5, une hélicase de la même famille intervenant dans l’export des 
ARNm cellulaires, DDX3 n’intervient pas dans ce processus (Cullen, 2005).  
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Par ailleurs, d’autres auteurs ont montré un lien entre la faible infectivité des astrocytes du 
système nerveux central (SNC) et la protéine DDX1. En effet, l’expression de DDX1 est très 
réduite dans les astrocytes du SNC, et Rev est majoritairement distribuée dans le cytoplasme 
de ces cellules (Fang et al., 2005). En conséquence, la fonction Rev est fortement limitée et 
seule l’expression des ARNm viraux multi-épissés est efficace. DDX1 semble se fixer sur la 
séquence NIS de Rev, ce qui permet à Rev de rester dans le noyau et de se fixer au RRE. En 
effet, le phénotype observé dans les astrocytes est similaire à celui observé avec des mutants 
de Rev délétés de leur NIS (Fang et al., 2002). En particulier, un mutant délété de quelques 
résidus dans le NIS montre une localisation diffuse à la fois dans le noyau et le cytoplasme. 
Bien que capable de lier le RRE et de former des multimères, ce mutant est fonctionnellement 
inactif. Ces observations suggèrent l’intervention d’un facteur interagissant avec le NIS, 
comme DDX1, et important pour la répartition et la stabilité de Rev dans la cellule.  
 
 b.5) REBP et les microtubules 
 
La protéine REBP (Rev/Rex Effector Binding Protein) a été également identifiée grâce au 
système de criblage par double hybride chez la Levure (Venkatesh et al., 2003). Lors de ce 
criblage, des mutants de Rev n’interagissant pas avec REBP sont incapables d’exporter les 
ARNm viraux contenant le RRE dans des cellules de mammifères. REBP présente environ 
90% d’homologies avec la protéine KID (microtubule-binding kinesin-like protein), dérivée 
des cellules humaines du cancer du sein, et qui pourrait bien être un variant de REBP dans ces 
cellules tumorales. REBP n’est pas une protéine navette comme hCRM1 ou DDX3, mais elle 
reste confinée dans le noyau et à la périphérie intranucléaire. Par ailleurs, les kinésines sont 
impliquées dans le transport énergie-dépendant de nombreux substrats, en les véhiculant le 
long des microtubules de la cellule. Il est  possible que REBP permette à Rev d’accéder à 
l’ARNm viral et le libérant de la matrice nucléaire vers le nucléoplasme soluble. REBP 
pourrait également servir d’adaptateur pour l’assemblage des multimères de Rev sur l’ARNm 
viral.  
 
Par ailleurs, la partie amino-terminale de Rev présente des similarités de séquences avec les 
kinésines Kin I, impliquées dans la déstabilisation des microtubules. Des auteurs ont ainsi 
suggéré que Rev pourrait interagir avec la tubuline et induire la dépolymérisation du réseau 
microtubulaire, un scénario en accord avec la déstabilisation du cytosquelette observé lors 
d’une infection par HIV-1 (Watts et al., 2000).  
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 b.6) La protéine Sam68 
 
Plusieurs auteurs ont montré la participation de la protéine Sam68 (Src-associated protein in 
mitosis, 68 kDa) dans la fonction Rev. En effet, il a été montré que cette protéine est capable  
de stimuler l’expression des protéines tardives du virus en l’absence de Rev (Reddy et al., 
1999). Sam68 est capable de se lier au RRE ou à Rev in vitro et in vivo, et ce 
indépendamment l’un de l’autre. Elle peut substituer en partie la fonction Rev et agir en 
synergie avec Rev pour l’export des ARNm viraux. Par ailleurs, des mutants trans-dominants 
négatifs de Sam68 sont capables d’inhiber spécifiquement la fonction Rev et la réplication du 
HIV-1 (Reddy et al., 1999 ; Soros et al., 2001). En particulier, la délétion de sa partie 
carboxy-terminale, contenant un NLS, séquestre Sam68ΔC dans le cytoplasme, qui retient 
alors Rev dans ce compartiment. Il est probable que l’interaction entre Rev et Sam68 masque 
le NLS de Rev, et que leur import au noyau nécessite le NLS de Sam68.  
D’autres auteurs ont suggéré que ce même mutant pourrait retenir les ARNm viraux à la 
périphérie nucléaire dans le cytoplasme, les empêchant ainsi d’accéder à la machinerie 
traductionnelle (Soros et al., 2001). Sam68 n’étant pas une protéine navette, elle n’a pas 
d’effet direct sur la localisation de Rev. Par sa propriété de liaison à l’ARN et sa localisation 
nucléaire, il est plutôt probable qu’elle agisse directement sur les ARNm viraux contenant un 
RRE, pour faciliter leur transport du nucléoplasme vers les pores nucléaires. Cette activité de 
Sam68 en fait un homologue fonctionnel de Rev.  
Cependant, d’autres auteurs ont montré que Sam68 s’associe avec Rev dans le noyau 
indépendamment du RRE et stimule son export (Li et al., 2002b). Ces travaux ont en effet 
indiqué que l’expression de Sam68 est réduite dans les astrocytes suite à l’infection par HIV-
1, ce qui bloque la fonction Rev et affecte la réplication virale. L’apport exogène de Sam68 
dans les cellules entraîne l’accumulation de Rev dans le cytoplasme, consécutive à son 
association avec Sam68. Sam68 est donc capable de lever l’inhibition de la fonction Rev dans 
les astrocytes, et de promouvoir l’export des ARNm viraux dépendants de Rev.  
Par ailleurs, Sam68 est capable de se lier sur le RRE, mais sur une séquence différente de 
celle fixant Rev, et cette interaction n’est certainement pas essentielle à la fonction de Sam68 
dans l’export médié par Rev. De plus, la Leptomycine B bloque Sam68 dans la membrane 
nucléaire et inhibe l’export de Rev dans le noyau. Il est donc probable que Sam68 s’associe à 
Rev dans le complexe nucléaire Rev/ARN/CRM1/RanGTP, et le dirige à proximité des pores 
nucléaires. L’interaction de l’exportasome avec les nucléoporines provoque alors sa 
translocation dans le cytoplasme et la dissociation de Sam68 dans le noyau (Figure 30) (Li et 
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al., 2002a). Enfin, des études très récentes ont montré que dans des cellules de mammifères 
déplétées complètement en Sam68, l’export des ARN dépendants de Rev et la production 
virale sont défectueux (Modem et al., 2005). Sam68 semble donc impliquée dans l’export des 
ARNm viraux dépendants de Rev, en agissant au niveau des pores nucléaires, via l’interaction 




Sam68 est une protéine nucléaire se liant aux séquences ARN et capable de s’auto-associer 
grâce à un domaine KH (K Homology domain), retrouvé chez des protéines de liaison à 
l’ARN impliquées dans l’export des ARNm cellulaires, les hnRNP (heterogenous nuclear 
Ribonucleoprotein). Elle a été initialement identifiée comme un substrat spécifiquement 
recruté lors de la mitose par des tyrosine kinases Scr, ainsi que par la protéine kinase 
dépendante de la cycline, Cdc2. Elle est également capable de s’associer avec des protéines 
possédant un motif SH2 ou SH3. Cette association, conjointement avec  sa phosphorylation 
par les kinases Scr ou Cdc2, pourrait réguler sa capacité de liaison sur l’ARN. Sam68 semble 
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ainsi participer aux voies de signalisation cellulaires impliquant les tyrosine kinases Src, et 
pourrait jouer un rôle dans la régulation post-transcriptionnelle des ARN, comme l’épissage, 
l’export ou la traduction (Najib et al., 2005). D’autres auteurs ont également montré que 
Sam68 intervient dans la prolifération cellulaire, et qu’elle est capable d’induire l’arrêt du 
cycle cellulaire et l’apoptose, lui suggérant un rôle en tant que suppresseur de tumeurs (Taylor 
et al., 2004). Sa régulation par les kinases ou par l’association avec d’autres protéines pourrait 
jouer un rôle dans ses propriétés pro-apoptotiques, et met un lien entre les voies de 
transduction de signal et le métabolisme des ARN.   
 
 b.7) Autres co-facteurs ?  
 
Outre ces différentes protéines, Rev recrute probablement d’autres partenaires cellulaires pour 
exercer sa fonction sur les ARNm viraux non ou partiellement épissés. Les analyses par 
double hybride promettent l’identification de nouveaux modulateurs de l’activité de Rev. 
Ainsi, des auteurs ont récemment identifié la protéine 16.4.1 ou Risp1 (Rev interacting shuttle 
protein 1), qui effectue la navette entre le noyau et le cytoplasme grâce à CRM1 et semble 
réguler négativement la fonction Rev (Kramer-Hämmerle et al., 2005). A l’inverse, des 
auteurs ont très récemment montré que la protéine ATM (Ataxia-Telangiectasia-Mutated), 
impliquée dans la voie de réparation des dommages à l’ADN, a un effet positif sur la fonction 
Rev et stimule l’expression des gènes tardifs du HIV-1 (Ariumi and Trono, 2006). Ce rôle ne 
passe pas par une interaction directe avec Rev, mais plutôt par une stabilisation d’un co-
facteur cellulaire de Rev ou par la séquestration d’un élément inhibiteur. La caractérisation 
biologique de l’ensemble des facteurs impliqués dans la fonction Rev permettra de détailler 
précisément le mécanisme d’action de Rev dans la phase tardive du virus, et de développer 
des stratégies thérapeutiques spécifiques.  
 
III.2.6. Le cycle de transport nucléaire de Rev 
 
Avant de décrire les étapes du cycle de transport nucléaire de Rev, je détaillerai succinctement 
les mécanismes de l’import et de l’export nucléaire dans la cellule. En effet, comme décrit 
dans le paragraphe précédent, Rev utilise plusieurs partenaires cellulaires impliqués dans le 
transport nucléo-cytoplasmique pour transporter les ARNm viraux non ou partiellement 
épissés de leur site de transcription jusqu’au cytoplasme (Love et al., 1998 ; Cullen, 2003 ; 
Dayton, 2004). Rev fait ainsi intervenir chaque protéine selon une organisation hiérarchique 
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précise, afin de diriger les ARNm viraux à l’écart des processus de maturation ou de 
dégradation cellulaire pour les envoyer au cytoplasme. 
 
a) Le transport nucléaire dans la cellule (Figure 31) 
 
La ségrégation spatiale entre les compartiments nucléaire et cytoplasmique suppose des 
échanges intenses. En effet, toutes les protéines nucléaires, comme les protéines impliquées 
dans l’architecture du noyau, la régulation génique, la duplication ou la transcription sont 
synthétisées dans le cytoplasme et doivent être importées dans le noyau. Inversement, les 
ARN messagers et les ARN de transfert sont synthétisés dans le noyau et doivent être 
exportés pour remplir leur fonction. Il en est de même pour d’autres petits ARN nucléaires 
impliqués dans l’épissage, et la formation des ribosomes nécessite également un transport 
bidirectionnel des différents constituants. Ces échanges entre noyau et cytoplasme 
s’effectuent au niveau de structures macromoléculaires appelées pores nucléaires (NPC). Ces 
pores permettent la diffusion passive de petites molécules jusqu’à 40 kDa ainsi que le 
transport actif et énergie-dépendant de particules pouvant atteindre des millions de dalton. 
L’analyse biochimique et génétique des NPC chez la Levure a conduit à l’identification de 
protéines appelées nucléoporines, formant de larges structures ouvertes de 125 MDa environ 
(Rout and Blobel, 1993 ; Fabre and Hurt, 1997). Parmi la cinquantaine de protéines qui 
constituent le NPC chez la Levure (Rout and Blobel, 1993), seules 30 protéines ont été 
identifiées à l’heure actuelle, et 15 chez les Vertébrés (Doye and Hurt, 1997 ; Strambio-de-
Castillia et al., 1999) Ces nucléoporines possèdent pour la plupart une répétition du dipeptide 
phénylalanine-glycine ou répétition FG, et participent aux mouvements des substrats entre les 
compartiments nucléaire et cytoplasmique de la cellule.  
 
L’import vers le noyau fait intervenir des récepteurs nucléaires qui permettent à la molécule 
cargo d’atteindre le NPC et de se connecter aux nucléoporines qui émergent du côté 
cytoplasmique (Hurt, 1996 ; Ullman et al., 1997). Il s’agit principalement de l’importine β, 
également connue sous le nom de karyophérine β ou PTAC97, et qui forme un hétérodimère 
avec l’importine α. Cette dernière intervient dans la reconnaissance du NLS, alors que 
l’importine β s’associe au pore nucléaire et provoque l’import. Un autre type de récepteurs 
fixe directement la séquence NLS du substrat à importer. C’est le cas de la transportine, dont 
la séquence est intimement reliée à celle de l’importine β, mais qui est fonctionnellement 
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divergente. La transportine se fixe sur une séquence appelée M9, présente sur diverses 
protéines hnRNP, et les envoie au noyau sans l’intermédiaire d’une molécule équivalente  à 
l’importine α.  
D’autres co-facteurs importants s’assemblent stablement avec le substrat ou le récepteur. 
Parmi eux, la protéine RanGTPase joue deux fonctions bien distinctes dans l’import nucléaire. 
Tout d’abord, grâce à son activité d’hydrolyse du GTP, elle fournit une partie de l’énergie 
nécessaire à la translocation du cargo à travers le NPC. Par ailleurs, Ran crée une assymétrie 
entre les formes RanGTP et RanGDP de chaque côté de la membrane nucléaire, ce qui dirige 
les processus de transport entre le noyau et le cytoplasme. En effet, sous l’action des protéines 
cytoplasmiques RanGAP (Ran GTPase Activating Protein) et RanBP1 (Ran Binding Protein 
1), le GTP est hydrolysé dans le cytoplasme, alors que l’échange du GDP en GTP n’a lieu que 
dans le noyau sous l’action du facteur RCC1 (regulator of chromosome condensation 1), qui 
est associé à la chromatine. Cette assymétrie contribue à la formation du complexe 
récepteur/substrat dans le cytoplasme et à sa dissociation dans le noyau. En effet, les 
récepteurs de l’import ont une haute affinité pour RanGTP présente uniquement dans le 
noyau, mais cette interaction est mutuellement exclusive avec la liaison du substrat à 
importer, ce qui le libère dans le noyau. De cette manière, Ran est également impliquée dans 
la dissociation de l’hétérodimère importine α/β, puisque la liaison de RanGTP avec 
l’importine β dans le noyau dissocie les deux monomères (Izaurralde et al., 1997 ; Ullman et 
al., 1997).  
 
L’export vers le cytoplasme de complexes macromoléculaires s’effectue également par les 
pores nucléaires. Dans le cas des ARN, ceux -ci sont en général associés à un ensemble de 
protéines pour former un large complexe ribonucléoprotéique (RNP) et qui fournissent le 
signal pour l’export de l’ARN (Cole et al., 1997 ; Stutz and Rosbash, 1998). Ces protéines 
sont probablement spécifiques de chaque type d’ARN, puisque l’export de chacun d’entre eux 
est individuellement saturable. L’identification de courtes séquences  transférables et 
provoquant le transport actif et rapide de protéines spécifiques hors du noyau supporte cette 
hypothèse.  
Parmi eux, le motif NES est très fréquemment rencontré sur des protéines impliquées dans le 
métabolisme des ARN, comme le facteur de transcription cellulaire TFIIIA (Fridell et al., 
1996) et bien évidemment la protéine Rev. Le facteur TFIIIA intervient dans l’export de 
l’ARN 5S, en formant un complexe TFIIIA/ARN 5S qui pourra atteindre le cytoplasme. Il est 
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possible de remplacer fonctionnellement le NES de Rev par celui de TFIIIA, et le NES de 
Rev bloque l’export médié par TFIIIA. Cela suggère que Rev exploite la voie d’export 
cellulaire utilisée par les ARN 5S, qui est différente de celle des ARNm cellulaires.  
D’autres séquences peuvent jouer le rôle de NES, mais les déterminants nécessaires pour leur 
fonction d’export ne sont pas encore bien définis. De la même manière que pour les motifs 
NLS, les séquences NES interagissent directement avec des récepteurs de l’export nucléaire. 
En particulier, la protéine CRM1/exportine 1 a été identifiée comme le récepteur d’export 
capable de reconnaître les NES de différentes protéines cellulaires et virales, dont MAPKK, 
PKI, I-κB et Rev (Stade et al., 1997).  
Par ailleurs, et d’une manière similaire que pour l’import, la protéine Ran participe au 
transport vers le cytoplasme. En effet, la forme RanGTP se lie sur le récepteur d’export dans 
le noyau pour permettre la formation du complexe récepteur/substrat, et le gradient GTP/GDP 






b) Le cycle de transport nucléaire de Rev (Figure 32) 
 
Après sa traduction dans le cytoplasme, Rev utilise de multiples ressources disponibles dans 
la cellule pour être importée dans le noyau. En effet, grâce à son motif NLS, Rev est capable 
d’interagir directement avec l’importine β (Henderson and Percipalle, 1997). Ce complexe 
binaire ne nécessite par la présence de l’importine α, et sera dissocié dans le noyau par la 
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protéine RanGTP. Outre l’importine β, des études récentes ont montré que Rev est capable de 
se fixer sur d’autres récepteurs cellulaires de l’import, comme les importine 5 et 7 et la 
transportine (Arnold et al., 2006). Ainsi Rev, à l’image des certaines protéines histones et des 
protéines ribosomiques, exploite plusieurs voies d’import nucléaires pour pénétrer 
efficacement dans le noyau et les nucléoles (Rout et al., 1997).  
 
Suite à sa translocation dans le noyau, la protéine RanGTP induit la dissociation du complexe 
récepteur/Rev et libère Rev dans le nucléoplasme. Par ailleurs, Rev semble utiliser les 
fonctions de la protéine B23 pour optimiser son import jusque vers les nucléoles. Une fois 
dans le noyau, Rev s’associe aux ARNm nouvellement issus de la transcription et contenant le 
RRE, par l’interaction directe entre son motif ARM et le site de reconnaissance de haute 
affinité sur le RRE. Le signal spatio-temporel induisant le recrutement de Rev sur ces ARNm 
dans le noyau n’est pas encore bien défini, mais il implique probablement la participation de 
facteurs d’épissage qui retiennent ces ARNm dans le noyau et empêchent leur dégradation.  
 
La formation du complexe Rev/RRE induit la fixation d’autres molécules Rev sur l’ARNm, 
ce qui expose les séquences NES. Le complexe multimérique protège et stabilise l’ARN, et 
permet le recrutement de facteurs cellulaires dont hCRM1 et RanGTP. L’association de 
multiples molécules de Rev et hCRM1 sur l’ARN semble en effet promouvoir la dissociation 
des facteurs d’épissage ou d’autres facteurs de rétention nucléaire, tout en dirigeant 
l’ensemble vers les pores nucléaires. Bien que majoritairement cytoplasmique, l’hélicase 
DDX3 semble également faire partie du complexe nucléaire, et restructure l’ARNm pour son 
passage à travers les NPC. Par ailleurs, il semblerait que le facteur eIF-5A soit également 
recruté sur le complexe RNP  avant son passage dans le cytoplasme.  
 
L’exportasome, constitué de la molécule d’ARNm viral associée aux protéines Rev, RanGTP, 
hCRM1, DDX3 et probablement eIF-5A, va alors être transporté de la phase soluble du noyau 
vers les pores nucléaires. Plusieurs protéines participent à ce mouvement, dont les 
nucléoporines Nup98 et Nup214 et la protéine Sam68, qui seront libérées dans le noyau dès 
lors que l’exportasome s’achemine dans la lumière du pore nucléaire. 
La progression de l’exportasome dans le pore nucléaire s’effectue par des interactions entre 
Rev et divers composants des NPC, dont les protéines Nup 153, hRip/Rab et NLP-1, qui lui 
permettent d’être libéré dans le cytoplasme.  
 110
Par sa liaison avec le NES de Rev, le facteur hCRM1 est fortement impliqué dans la 
translocation de l’exportasome à travers les pores nucléaires, en permettant le recrutement des 
acteurs de l’export nucléaire sur le complexe. Par ailleurs, en présence de Leptomycine B, les 
complexes liés à Rev s’accumulent dans le nucléoplasme et  au niveau des NPC (Cmarko et 
al., 2002). Ces observations sont le résultat de la modification chimique de hCRM1 par la 
LMB, qui pourrait empêcher son association correcte avec Rev.  
 
Une fois dans le cytoplasme, le complexe est dissocié, libérant à la fois l’ARNm, les protéines 
Rev qui pourront retourner au noyau, et les facteurs d’export cellulaire dont hCRM1. Les 
protéines RanBP1 et RanGAP permettent l’hydrolyse du GTP en GDP, responsable de la 
libération de hCRM1 qui pourra être reconduit au noyau. L’affinité de Rev pour l’ARNm 
viral est très forte, et leur dissociation fait probablement intervenir un autre événement 
comme la liaison des ribosomes pour la traduction de l’ARNm, ou le recrutement de protéines 
virales pour l’assemblage des nouveaux virions. Elle semble également facilitée par l’activité 
de DDX3 qui induit des modifications conformationnelles de  l’ARNm.  
La dissociation de Rev et de l’ARNm viral rend accessible le NLS de Rev qui peut de 
nouveau se lier à l’importine β et être ré-importée dans le noyau, où elle pourra de nouveau se 





Le cycle de transport nucléaire des ARNm viraux médié par Rev rappelle évidemment celui 
des ARNm cellulaires eucaryotes, qui une fois maturés sortent du noyau pour être traduits en 
protéines dans le cytoplasme (Cullen, 2005) (Figure 33). En effet, bien que les acteurs de 
l’export de ces deux types d’ARNm soient différents et que chacune de ces voies d’export 
soient complètement indépendantes l’une de l’autre, les mécanismes mis en jeu sont 
étonnamment similaires. Ainsi, alors que les ARNm cellulaires interagissent avec les facteurs 
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d’export TAP (Transport Activating Protein) et Nxt1 (NXF-related export protein, NXF : 
Nuclear Export Factor), l’ARNm viral lié à Rev est associé à hCRM1. De la même manière, 
une hélicase d’ARN de la même famille (DEAD-box helicases) est recrutée sur chaque type 
d’ARNm, Dbp5 pour les ARNm cellulaires et DDX3 pour les ARNm viraux. Ainsi, en 
exploitant les mécanismes de régulation de l’expression des gènes cellulaires et les multiples 
possibilités de transport, le virus HIV-1 rend possible l’expression de ses neuf gènes à partir 
d’une seule entité génomique, et la production de particules virales infectieuses qui pourront 






III.2.7. Rev et la pathogenèse du HIV-1  
 
La présence au sein de la cellule infectée d’un cycle de transport des ARNm viraux dirigé par 
Rev est essentielle pour la réplication du HIV-1 et sa pathogénèse. En effet, comme expliqué 
précédemment, l’activité de Rev implique un déroulement de l’expression des gènes viraux en 
deux phases. Ainsi, en présence d’une faible concentration de protéines Rev, la formation de 
complexes multimériques Rev/RRE est basse. L’export et la traduction des ARNm non 
complètement épissés sont limités, alors que les ARNm multi-épissés sont activement traduits 
en protéines, dont Rev. Celle-ci s’accumule alors dans la cellule jusqu’à une concentration 
limite, qui déclenchera la synthèse des protéines tardives du virus. 
 
La fixation successive de molécules de Rev le long des ARNm viraux pourrait également 
expliquer l’apparition décalée dans le temps des différents ARNm dans le cytoplasme. En 
effet, on peut imaginer que le recouvrement par Rev des ARNm mono-épissés est plus rapide 
que celui des ARN non épissés et donc de plus grande taille, ces derniers étant alors traduits 
plus tardivement (Heaphy et al., 1991).  
 
L’activité de Rev semble ainsi responsable du délai de l’expression des antigènes viraux 
(principalement Gag et Env) dans les cellules infectées, qui échappent temporairement à la 
réponse immunitaire. En effet, l’absence de fonction Rev « retarde » la présentation des 
antigènes viraux à la surface des cellules infectées, en limitant l’expression des protéines 
tardives, alors que se poursuit la production des protéines virales précoces, dont  Nef qui 
réduit l’expression des molécules du MHC-I. Par ailleurs, il a été constaté que l’activité Rev 
chez les patients atteints du SIDA était plus élevée que chez des personnes asymptomatiques. 
Cela suppose qu’il existe des formes atténuées de Rev, qui limitent la concentration des 
épitopes Gag à la surface des cellules infectées tout en augmentant l’activité de Nef. Cette 
activité limitée de Rev contribuerait à la protection des cellules infectées contre l’action des 
lymphocytes T cytotoxiques, permettant une multiplication maximale du virus dans les 
cellules (Bobbitt et al., 2003).  
Enfin, il est possible que Rev joue un rôle dans la latence du virus, puisqu’en concentration 
réduite de Rev dans la cellule, l’export des ARNm viraux est extrêmement limité. L’arrêt 
simultané des processus de transcription, dans certaines conditions non favorables à la cellule, 
pourrait permettre l’établissement de la latence provirale.  
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III.2.8. Inhibition de la fonction Rev  
 
Le rôle spécifique et essentiel de Rev dans la réplication du HIV-1 en fait un candidat de 
choix pour le développement de stratégies thérapeutiques. Dans la majorité des cas, celles-ci 
cherchent à introduire dans les cellules une molécule pour induire l’inhibition d’une ou 
plusieurs fonctions virales, et empêcher ainsi une multiplication accrue du virus. Ces 
techniques, rassemblées sous le nom « d’immunisation intracellulaire », permettent de rendre 
les cellules résistantes à l’infection virale. Elles peuvent être basées sur l’utilisation de 
molécules protéiques, comme l’introduction de mutants trans-dominants négatifs de Rev ou 
de l’un de ses co-facteurs cellulaires, ou sur leur déplétion massive dans les cellules. Les 
méthodes s’appuyant sur des molécules ARN utilisent notamment des polyribonucléotides 
capables de cliver spécifiquement les séquences RRE, ou reconnaissant Rev pour la détourner 
de ses véritables cibles virales.  
 
a) Stratégies ciblant Rev ou un partenaire cellulaire 
 
Plusieurs approches protéiques ont d’ores et déjà été développées, sans toutefois obtenir le 
succès attendu. Les protéines exogènes se révèlent souvent immunogènes, ou leur production 
dans les cellules est inefficace. Par ailleurs, ces stratégies se heurtent à des problèmes de 
spécificité d’action, car les protéines introduites sont susceptibles d’interférer avec les 
fonctions cellulaires. C’est le cas notamment des approches visant à empêcher l’action du 
motif NES de Rev, et qui bloqueraient également la voie d’export nucléaire médiée par 
hCRM1. Cette dernière étant également utilisée par des protéines cellulaires, intervenir sur ce 
processus s’avèrerait toxique pour les cellules. De plus, l’émergence de virus résistants aux 
traitements antirétroviraux est un problème récurrent lorsqu’une protéine virale est 
directement ciblée, puisque le virus est capable de s’adapter aux changements 
d’environnement par des mutations dans son génome. Le ciblage de facteurs cellulaires 
impliqués dans la fonction Rev offre une alternative attractive pour l’inactivation de Rev, 
puisque la probabilité d’émergence de mutants résistants à ces gènes cellulaires est beaucoup 
plus faible.  
 
Parmi les approches protéiques, l’inhibition directe et ciblée de la protéine Rev a depuis 
longtemps été étudiée, notamment par l’introduction par transfert de gène d’un mutant trans-
dominant négatif dans les cellules (Bevec et al., 1992). En effet, plusieurs travaux ont montré 
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l’efficacité et la spécificité de mutants dominants négatifs de la protéine Rev dans l’inhibition 
de la réplication du HIV-1. En particulier, la protéine RevM10 est capable de se fixer au RRE 
et à d’autres protéines Rev sauvages ou mutantes, et montre un phénotype dominant négatif 
en trans. L’introduction de cette protéine RevM10 dans des lymphocytes CD4+ périphériques 
d’un individu infecté par le HIV-1 confère à ces cellules un avantage de survie par rapport à 
des cellules traitées avec un vecteur contrôle (Bevec et al., 1992 ; Woffendin et al., 1996). 
Cette protection semble imputée au défaut de réplication virale dans les cellules exprimant 
RevM10 ainsi qu’à un délai dans la synthèse des protéines virales, ce qui retarde leur 
reconnaissance et leur élimination par la réponse immunitaire.  
 
Plus récemment, la technique d’ARN interférence a été appliquée pour supprimer l’activité de 
Rev. Ainsi, des auteurs ont montré en 2002 qu’il est possible de bloquer spécifiquement la 
production de Rev grâce à des siRNA spécifiques de la séquence codant pour la protéine (Lee 
et al., 2002 ; Coburn and Cullen, 2002). Ces siRNA provoquent l’inhibition de la fonction 
Rev suite à la dégradation spécifique du gène cible rev. Conjointement avec des siRNA 
spécifiques de la séquence codant pour Tat, ils inhibent efficacement la réplication virale dans 
des cellules T primaires ou immortalisées (Coburn and Cullen, 2002).  
 
D’autres approches de thérapie génique ont essayé de séquestrer Rev pour l’empêcher 
d’atteindre sa cible ARN spécifique. En particulier, des fragments de chaîne variables 
d’anticorps spécifiques de Rev (scFv) ont été utilisés pour bloquer son action (Duan et al., 
1994). Ces morceaux d’anticorps très spécifiques antagonisent efficacement la fonction Rev, 
en séquestrant la protéine dans le cytoplasme. Par ailleurs, ces chaînes d’anticorps sont 
dirigées contre le domaine effecteur de Rev, contenant le NES, et il est probable qu’elles 
empêchent l’association de Rev avec l’un de ses co-facteurs cellulaires. L’introduction de ce 
type de molécules dans les cellules est efficace, très peu immunogène du fait de leur petite 
taille, et non toxique. Par ailleurs, ces molécules sont capables de se lier à de courtes 
séquences virales hautement conservées, et peuvent donc agir de manière très spécifique.   
 
En parallèle de ces études visant à inhiber directement la fonction Rev, plusieurs auteurs ont 
cherché à introduire une forme mutée d’un de ses partenaires cellulaires. En particulier, des 
auteurs ont identifié des mutants de la protéine eIF-5A humaine incapables de complémenter 
l’absence de son homologue Hyp2 chez S. cerevisiae, et qui empêchent de ce fait la 
croissance cellulaire (Bevec et al., 1996). L’analyse par immunofluorescence de noyaux de 
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cellules contenant Rev et ces formes mutées de eIF-5A a montré la rétention de Rev dans le 
compartiment nucléaire. Ces mutants dominants négatifs de eIF-5A semblent fixer 
correctement le complexe Rev/RRE, mais sont incapables de recruter les facteurs d’export 
nécessaires au passage à travers les pores nucléaires. Par ailleurs, l’expression constitutive de 
tels mutants ne serait pas toxique pour la cellule, bien que eIF-5A possède certainement 
d’autres partenaires dans la cellule qui pourraient être affectés.  
Des travaux très récents ont proposé un inhibiteur chimique de eIF-5A, alors testé en phase II 
pour le traitement de la maladie de Crohn, pour l’inhibition de la réplication du HIV-1 
(Hauber et al., 2005). Ce composé CNI-1493 est un inhibiteur d’une des enzymes 
responsables de la génération de l’acide aminé hypusine essentiel à l’activité de eIF-5A, la 
DHS (désoxyhypusine synthase). Contrairement à d’autres inhibiteurs de la DHS déjà 
identifiés par criblage informatique, CNI-1493 ne montre pas d’effets cytotoxiques dans les 
doses permettant la suppression de la réplication du HIV-1. Par ailleurs, la réplication de 
certains isolats de HIV- résistants aux traitements antiviraux classiques est sensible à CNI-
1493. Ce genre de composé chimique représente une nouvelle catégorie de substances 
antirétrovirale, qui pourrait notamment permettre la suppression des virus résistants aux autres 
traitements.  
 
De la même manière, des auteurs ont récemment étudié la possibilité de dépléter les cellules 
en protéine hRip, pour inhiber la réplication du HIV-1 dans des lignées cellulaires épithéliales 
ou lymphoïdes ainsi que dans des macrophages (Yu et al., 2005). L’ablation de hRip dans les 
cellules par RNA interférence ou par l’introduction d’un mutant dominant négatif semble 
effectivement inhiber la réplication virale, en retenant les ARNm viraux associés à Rev à la 
périphérie du noyau. hRip n’étant pas nécessaire à la viabilité cellulaire, elle pourrait devenir 
une cible attractive pour le développement de stratégies antirétrovirales.  
 
b) Stratégies bloquant l’interaction Rev/RRE 
 
Outre ces stratégies protéiques, il semble plus attractif en terme de spécificité d’action 
d’intervenir au niveau de la liaison de Rev avec son élément cible sur l’ARN, le RRE. En 
effet, le très haut degré de conservation de cette séquence RRE permet le développement 
d’inhibiteurs spécifiques et limite la probabilité d’émergence de mutations compensatrices sur 
l’ARN viral, qui affecteraient la fixation de Rev tout comme celle de l’inhibiteur. Par ailleurs, 
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intervenir au niveau de l’interaction Rev/RRE n’affecte pas d’autres facteurs cellulaires, et ne 
pose à priori pas de problème de cytotoxicité.  
 
Il a été montré par exemple que des antibiotiques aminoglycosés et des composés aromatiques 
hétérocycliques inhibent l’interaction Rev/RRE in vitro, et réduisent l’expression des gènes de 
structure du HIV-1 dans des cultures cellulaires (Zapp et al., 1993 ; Zapp et al., 1997). En 
effet, certaines molécules aminoglycosées, comme la néomycine B ou la tobramycine, 
bloquent de manière compétitive la liaison de Rev sur le RRE, et inhibent la fonction Rev in 
vitro et in vivo. Des hétérocycles aromatiques agissent d’une manière similaire et se lient sur 
des régions précises du RRE avec une affinité relativement élevée, ce qui réduit les quantités 
nécessaires pour une inhibition correcte de la fonction Rev. Cependant, malgré leur 
spécificité, l’utilisation des composés aminoglycosés souffre d’un manque de perméabilité 
cellulaire qui limite leur usage thérapeutique. L’optimisation de ces molécules pourrait 
permettre d’établir des composés hautement sélectifs de régions spécifiques du RRE. Dans cet 
objectif, certains auteurs ont généré des variants de la néomycine conjugués à des séquences 
polyarginine et/ou à un cycle aromatique, afin d’augmenter l’affinité pour l’ARN (Hamasaki 
and Ueno, 2001). De telles molécules se lient en plusieurs exemplaires sur le RRE, grâce à 
des liaisons multiples de type électrostatique ou hydrogène, et avec une très forte affinité 
approchant celle de la protéine Rev elle-même.   
 
Une autre stratégie se base sur  l’utilisation d’oligonucléotides antisens, dirigés contre le 
RRE. En effet, de courtes séquences ADN capables de se lier spécifiquement au RRE in vitro 
ont été identifiées. Celles-ci empêchent la fixation de Rev sur l’ARNm viral et déstabilisent 
les complexes Rev/RRE (Chin, 1992). Ces oligonucléotides altèrent la structure secondaire du 
RRE, ce qui bloque la fixation du premier monomère de Rev ou des suivants. De cette 
manière, ils empêchent à la fois la formation de nouveaux complexes Rev/RRE et la 
maturation des complexes multimoléculaires qui doivent être exportés. D’autres auteurs ont 
utilisé cette approche, en modifiant chimiquement la molécule ADN afin d’améliorer sa 
stabilité intracellulaire (Li et al., 1993). Ainsi, des oligonucléotides dirigés contre différentes 
régions du RRE et modifiées par un groupement phosphorothioate inhibent la fonction Rev de 
manière considérable dans des tests in vitro, et en particulier des ADN complémentaires du 
domaine II du RRE. Un traitement répété avec l’une de ces molécules supprime de manière 
persistante la réplication virale, sans provoquer de cytotoxicité pour les cellules. Toutefois, et 
à l’image d’autres molécules oligonucléotidiques, l’introduction de ces molécules antisens 
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dans la cellule reste un problème majeur. Par ailleurs, ces molécules ciblent des structures 
secondaires et tertiaires, et donc très spécifiques, et leur reconnaissance peut être 
problématique.  
 
Une autre approche utilise des copies stables du RRE, appelées « ARN decoys », pour capturer 
Rev dans les nucléoles avant qu’elle ne  fixe les véritables séquences RRE des ARNm viraux 
(Figure 34). En particulier, des auteurs ont généré des séquences ARN formées de 13 
nucléotides correspondant au site ARN de très haute affinité pour Rev, la tige-boucle IID du 
RRE (Lee et al., 1994). Cette structure, correspondant au site minimal de liaison de Rev, est 
très conservée parmi les isolats de HIV-1, et est évidemment très spécifique de Rev. Ce 
système de « leurre moléculaire » est très efficace pour détourner spécifiquement Rev de ses 
cibles ARN virales, à l’image des molécules TAR capables d’inhiber la fonction Tat. Par 
ailleurs, cette stratégie est beaucoup moins affectée par la variabilité du HIV-1, puisque les 
séquences RRE et TAR sont hautement conservées, et que des mutations dans Rev ou Tat qui 
empêcheraient la liaison des ARN leurres bloqueraient également la fixation des séquences 





Cette technique a de nouveau été testée en créant un ARN chimère constitué du domaine de 
liaison hautement spécifique de Rev sur le RRE (Rev Binding Element) et de la séquence de 
l’ARN nucléolaire U16 (snoRNA) (Buonomo et al., 1999). Par des expériences de 
microinjection d’oocytes de Xenopus, ces auteurs ont montré que la chimère U16-RBE 
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s’accumule efficacement dans les nucléoles, grâce à la séquence U16. Rev s’associe alors à 
U16-RBE dans les nucléoles et va sortir du noyau ainsi chargée, laissant ses véritables cibles 
ARN dans le compartiment nucléaire. Ces travaux ont par ailleurs soulevé l’idée que Rev 
passe par les nucléoles pour exercer sa fonction de liaison et d’export des ARN.  
Très récemment, des auteurs ont montré que des cellules T et des monocytes exprimant de 
manière stable ce type de molécule U16-RBE sont résistantes à l’infection par HIV-1 
(Michienzi et al., 2006). Cette petite séquence ARN semble un candidat thérapeutique 
potentiel, qui peut être utilisé seul ou en combinaison avec d’autres ARN antiviraux. 
Cependant, les séquences ARN sont très instables dans les cellules, et leur introduction ainsi 
que leur synthèse dans les cellules est généralement inefficace. Cela implique l’utilisation de 
fortes doses intracellulaires, avec la probabilité d’effets secondaires importants.  
 
Plusieurs auteurs ont utilisé le concept des ribozymes pour cibler spécifiquement le RRE, en 
introduisant des séquences antisens complémentaires du RRE. En effet, les ribozymes ciblent 
préférentiellement les triplets GUC, qui sont rencontrés dans la séquence RRE (Figure 35). 
Certains auteurs ont par ailleurs utilisé la séquence U16 pour diriger efficacement des 
ribozymes dirigés contre la région U5 du génome du HIV-1 dans les nucléoles, par où passent 
furtivement les ARNm viraux (Michienzi et al., 2000). Ces molécules chimères doivent ainsi 
cliver les ARNm viraux non ou mono-épissés, sur lesquels est présente la région U5. 
L’expression stable de ce type de molécules dans des lignées lymphoïdes ou épithéliales rend 
les cellules hautement résistantes à l’infection virale. Ces travaux ont par ailleurs soulevé 
l’idée d’un passage des ARN viraux dans les nucléoles, où ils pourraient subir des 






Plus récemment, des auteurs ont développé des molécules combinant le domaine de Rev se 
liant au RRE à des ions métalliques catalytiques (Jin and Cowan, 2005). Ces complexes 
métallo-peptidiques sont  capables d’induire le clivage spécifique du RRE dans des conditions 
physiologiques et en présence d’un agent oxydant. Cette technique présente un avantage de 
spécificité par le ciblage du RRE, tout en maintenant une durée de vie correcte de la molécule 
par rapport aux composés ARN.   
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La combinaison des deux approches de thérapie génique, protéique et ribonucléotidique, 
semble également intéressante puisqu’elle pourrait réguler la réplication du virus à deux 
niveaux. Certains auteurs ont par exemple tenté de cibler à la fois le RRE par la technique des 
ribozymes, et la protéine Rev par l’utilisation de chaînes d’anticorps SFv (Duan et al., 1997). 
L’usage simultané des deux méthodes semble pouvoir renforcer l’efficacité de chacune, et 
bloquer la réplication du virus lors d’une infection aiguë ou chronique. En effet, la 
multimérisation de Rev sur le RRE in vivo forme très certainement un obstacle pour l’accès 
des ribozymes sur l’ARN. La présence de SFv, qui séquestrent Rev dans le cytoplasme et 
réduisent la durée de vie intracellulaire de Rev, pourrait empêcher Rev de se fixer 
efficacement sur l’ARN et permettre  aux ribozymes d’accéder au RRE. Bien que d’une 
efficacité modestement améliorée contre la réplication virale, la combinaison de ces deux 
approches semble un moyen de prévenir l’émergence de mutants du virus dans le long terme 























IV. Problématique du travail de thèse  
 
 
 IV.1. Inhibition de la fonction Rev par des peptides actifs à partir du 
milieu extracellulaire 
 
Dans l’objectif de développer des inhibiteurs thérapeutiques spécifiques des fonctions Tat et 
Rev, le laboratoire dans lequel j’ai effectué mon travail de thèse a élaboré une stratégie qui a 
permis de créer des molécules peptidiques capables d’inhiber efficacement la réplication 
virale (Roisin et al., 2004). En effet, la petite taille de ces deux protéines virales ainsi que leur 
capacité à former des complexes multimoléculaires suggère la possibilité d’établir des ligands 
compétitifs, interférant avec les interactions dans lesquelles elles sont impliquées.   
 
Ainsi, par un criblage en double hybride chez la Levure, de courtes séquences peptidiques 
capables d’interagir spécifiquement avec Tat ou Rev ont été identifiées. Pour ce criblage, les 
séquences complètes de Tat et de Rev ou le domaine NES de Rev (résidus 70 à 96) ont été 
utilisées comme appâts, et des séquences aléatoires de 7 acides aminés couplées à une 
séquence de pénétration ont servi de proies. En effet, le domaine de transduction de la 
protéine virale Tat a été ajouté aux séquences criblées, dans la perspective de pouvoir ensuite 
les libérer directement dans le milieu intracellulaire. Cette propriété de transduction a été 
définie sur plusieurs protéines, dont Tat, en tant que PTD (Protein Transduction Domain) 
(Frankel and Pabo, 1988).  
De cette manière, plusieurs séquences heptapeptidiques liées au domaine basique de Tat ont 
été identifiées, qui sont capables d’interagir avec les protéines Tat ou Rev dans la Levure ainsi 
que dans des cellules de mammifères.  
 
Des tests fonctionnels réalisés dans des cellules de mammifères ont permis d’établir la 
capacité inhibitrice des heptapeptides identifiés sur leur protéine virale respective. Afin de 
limiter l’instabilité intracellulaire des peptides, la protéine SUMO-1 mutée au niveau du motif 
diglycine carboxy-terminal a été ajoutée, d’où leur dénomination de SHP pour « SUMO-1 
Heptapeptide Protein transduction domain ». Enfin, l’épitope Flag a été ajouté à l’extrémité 
amino-terminale des molécules lors des tests d’interaction en cellules mammifères, afin de 
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simplifier par la suite les étapes de purification pour la production des protéines 
recombinantes. (Figure 36 (1)). 
Les tests de trans-activation du promoteur du HIV-1 par Tat ont révélé que les différents SHP 
dirigés contre cette protéine (SHP against Tat, SHPT) n’ont pas d’effet pertinent sur l’activité 
de Tat dans les cellules. A l’inverse, deux SHPR (SHP against Rev), les SHPR142 et 190, 
inhibent efficacement l’expression d’un gène rapporteur contenant le RRE.  
Des expériences d’interaction ont montré que ces deux SHPR interagissent directement avec 
la protéine Rev in vitro. Par ailleurs, il a été montré que dans les conditions d’inhibition de 
Rev précédemment déterminées, ces SHPR peuvent persister stablement dans le milieu 
extracellulaire et sont capables de pénétrer dans des cellules mononuclées issues 
d’échantillons sanguins.  
Enfin, des tests sur la réplication virale dans le même type de cellules ainsi que dans des 
macrophages ont montré que les deux SHPR inhibent d’une manière relativement efficace la 
réplication virale, à des doses de l’ordre du micromolaire et  sans effet cytotoxique (Figure 36 
(2)). 
Au vu de l’ensemble de ces résultats, ces deux molécules représentent un intérêt majeur pour 
de futures investigations, puisqu’elles sont capables de réduire efficacement la réplication 
virale dans les deux types cellulaires majoritairement ciblés par le HIV-1, à savoir les 
lymphocytes CD4+ et les macrophages.  
 
Durant ma thèse, j’ai donc entrepris de nombreux travaux dans l’objectif d’optimiser 
l’efficacité de ces molécules, afin de permettre leur éventuelle utilisation thérapeutique. J’ai 
ainsi dirigé mes recherches selon deux axes principaux, à savoir : 
- la compréhension des mécanismes d’action des molécules SHPR, à travers l’étude de 
leur rôle sur les principales étapes intervenant dans la fonction Rev. 
- l’optimisation des propriétés du SHPR190, qui est la molécule inhibitrice identifiée la 
plus puissante, en étudiant l’effet de différentes mutations de la séquence initiale sur 











IV.2. Régulation de la fonction Rev par l’ubiquitine et par SUMO 
 
Comme décrit dans un précédent paragraphe, les fonctions de diverses protéines virales sont 
régulées par des modifications post-traductionnelles, classiquement désignées pour la 
modulation des fonctions cellulaires. Parmi elles, les modifications par l’ubiquitine ou par les 
protéines SUMO affectent particulièrement la stabilité et la localisation de nombreuses 
protéines, et servent d’étiquettes moléculaires pour leur mise en activité ou leur extinction.  
Par ailleurs, l’ubiquitylation et la sumoylation conduisent fréquemment à la dégradation de la 
protéine cible. Il en est le cas pour des protéines incorrectes qui pourraient affecter 
lourdement les fonctions cellulaires, ou pour des protéines dont l’activité n’est nécessaire qu’à 
des moments bien précis dans les processus cellulaires.  
 
Dans le cadre d’une infection virale, la plupart des virus ont adapté leurs fonctions en 
détournant les voies cellulaires et en exploitant les possibilités de modifications post-
traductionnelles à leur profit. Pour le HIV-1, il a déjà été montré que certaines protéines 
virales utilisent les modifications par l’ubiquitine ou SUMO pour exercer leur fonction dans 
le cycle viral ou pour atténuer les réponses immunitaires. En particulier, la protéine Tat, 
l’élément régulateur clé de l’expression des gènes viraux, exploite l’ubiquitine pour permettre 
une réplication efficace.  De la même manière, l’activité de la  protéine Tax du virus HTLV-1  
sur l’expression des gènes cellulaires et viraux est finement régulée par les systèmes 
ubiquitine et SUMO.  
 
Qu’en est-il de Rev, l’autre protéine régulatrice fondamentale du HIV-1 ? Etant donné la 
complexité des mécanismes moléculaires intervenant dans sa fonction régulatrice, il est très 
probable qu’elle soit également modulée dans la cellule, pour répondre de manière adaptée 
aux exigences du virus et aux réponses cellulaires. Cependant, outre la mise en évidence de 
sites de phosphorylation qui par ailleurs ne régulent pas son activité, aucune modification 
post-traductionnelle qui pourrait moduler la fonction Rev n’a été identifiée.  
 
Ainsi, pour l’ensemble de ces raisons, je me suis précisément intéressée au rôle de 
l’ubiquitine et de la protéine SUMO-1 sur la fonction Rev, afin d’établir un éventuel lien entre 







































Les résultats encourageants concernant le pouvoir inhibiteur des SHPR190 et SHPR142 sur la 
réplication virale nous ont conduits à poursuivre les investigations afin de comprendre 
comment ils agissent sur la fonction Rev. Par ailleurs, nous avons regardé si tout ou partie de 
leur séquence peut être éliminée ou remplacée, dans l’objectif ultime d’optimiser leurs 
propriétés et d’améliorer leur efficacité.  
 
 
I.1. Mécanismes d’action des SHPR 
 
Les étapes préliminaires d’identification de peptides interagissant avec Rev et capables 
d’inhiber la fonction de cette protéine et la réplication virale, n’ont pas apporté de données 
quant à leur mécanisme d’action contre Rev. Afin d’améliorer leur action antivirale, il 
devenait important de connaître comment les SHPR agissent sur Rev, c’est-à-dire à quelle 
étape du cycle de transport de Rev ils interviennent. Nous avons ainsi étudié l’effet des SHPR 
sur différents aspects de la fonction Rev : Sont-ils capables d’interférer avec la fixation de 
Rev sur sa séquence cible ARN? Peuvent-ils compromettre la liaison de l’un de ses 
partenaires cellulaires comme hCRM1? Provoquent-ils la séquestration de Rev dans un 
compartiment cellulaire, l’empêchant ainsi d’exercer correctement sa fonction ? Entraînent-ils 
une déstabilisation massive de la protéine virale? Chacune de ces questions a été étudiée, afin 
de déterminer les mécanismes mis en jeu dans l’inhibition de la fonction Rev par les SHPR.  
 
 
I.1.1. Les SHPR n’interfèrent pas avec l’interaction Rev/ RRE 
 
Le rôle de Rev dans la réplication virale est de reconnaître spécifiquement les ARNm viraux 
contenant l’élément RRE, et de les diriger vers le cytoplasme afin qu’ils servent de matrice 
pour la synthèse des protéines virales ou d’ARN génomique qui sera encapsidé dans les 
nouveaux virions.  
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Il est possible que les SHPR bloquent la liaison de Rev sur ces ARNm par une interaction 
compétitive sur le RRE. Nous avons examiné cette probabilité par des expériences de retard 
de migration de sonde nucléotidique. Cette approche consiste à mélanger un substrat 
nucléotidique avec une protéine capable de reconnaître spécifiquement ce substrat, puis de 
regarder le profil de migration de l’oligonucléotide. La fixation d’un ou plusieurs monomères 
protéiques sur le substrat est révélée par l’apparition de bandes de plus haut poids moléculaire 
que le substrat non conjugué.  
 
Nous avons ainsi créé une sonde ribonucléotidique correspondant à la séquence RRE du HIV-
1 et radiomarquée au 32P, et nous l’avons incubée avec une protéine Rev recombinante 
fusionnée à la protéine GST (Glutathione-S-Transferase), grâce à laquelle nous avons purifié 
la chimère Rev-GST.  
De cette manière, nous observons une échelle de bandes correspondant à des complexes  de 
plus haut poids moléculaire que la sonde non conjuguée, lorsque Rev-GST est présente 
(Figure 37(A) à droite, pistes 1 à 4). Ces bandes indiquent la formation de complexes d’une 
ou plusieurs molécules de Rev fixées sur le RRE. Pour confirmer la spécificité d’interaction 
entre Rev et la séquence RRE, nous avons d’une part incubé Rev-GST avec une sonde RRE 
antisens (Figure 37(A) à droite, piste 7), et d’autre part mélangé la sonde RRE sauvage avec 
la protéine GST (Figure 37(A) à droite, pistes 5 et 6). Dans aucun cas nous n’observons de 
produits correspondant à des complexes ribonucléoprotéiques : les bandes observées sont bien 
le résultat d’une interaction spécifique entre Rev et sa sonde ARN cible.  
 
Nous avons également vérifié que les SHPR ne s’associent pas avec la sonde RRE de manière 
non spécifique, en incubant un large excès de SHPR142 ou SHPR190 avec la sonde RRE 
radiomarquée (Figure 37(A) à gauche). Alors que la formation de complexes est apparente 
lorsque la protéine Rev-GST est incubée avec la sonde, aucune bande de plus haut poids 
moléculaire n’est révélée avec les SHPR, confirmant l’absence d’interaction avec la sonde 
ARN (Figure 37 (A), à gauche, comparer piste 1 avec pistes 2 et 3).   
 
Grâce à ce protocole de retard de migration spécifique, nous avons alors étudié l’effet de la 
présence de SHPR sur la formation des complexes Rev/RRE. Nous avons mélangé la protéine 
Rev-GST avec des quantités croissantes de l’un des SHPR 190 ou 142, puis nous avons ajouté 
la sonde RRE. Pour contrôler la spécificité d’interaction entre ces SHPR et la sonde RRE 




quelconque, la BSA (Bovine Serun Albumine) (Figure 37 (B)). Comme attendu, le profil de 
migration reste inchangé lorsque la BSA est pré-incubée avec Rev-GST, puisque la 
bande correspondant aux complexes Rev/RRE est conservée (Figure 37(B), piste 1). De 
manière intéressante, le même profil est observé en présence d’un large excès de SHPR 190 
ou 142 (Figure37 (B), pistes 2 à 9). Ces observations indiquent que les SHPR ne se fixent pas  
sur la séquence RRE ni sur les complexes Rev/RRE.  
 
Afin de confirmer l’absence d’interaction entre les SHPR et l’ARN , complexé ou non à Rev-
GST, nous avons réalisé des expériences de super retard de migration, en incubant un 
anticorps dirigé contre la protéine SUMO-1, présente dans la séquence des SHPR.  
L’interaction de cet anticorps avec le SHPR retarde sa migration dans le gel, puisque le 
complexe formé est de plus haut poids moléculaire. Si le SHPR se fixe sur la sonde RRE, ce 
retard de migration est donc révélé par la radiographie, et on observe un signal positionné à 
proximité du point de  départ de la migration, puisque les complexes sont retardés dans le gel. 
Nous observons qu’en présence de SHPR142 et de l’anticorps dirigé contre SUMO-1, le 
profil de migration des complexes Rev/RRE est inchangé (Figure 37(C), comparer pistes 3 et 
4).  Dans de telles conditions, aucun retard de migration supplémentaire du complexe 
Rev/RRE n’est observé, ce qui confirme que les SHPR ne se fixent pas sur ces complexes. 
 
Ces observations indiquent que les SHPR ne se fixent pas sur la séquence ARN virale, à la 
place ou à proximité du site de liaison de Rev, et ne perturbent pas la formation de complexes 
oligomériques le long du RRE. 
 
 
I.1.2. Les SHPR n’entrent pas en compétition avec hCRM1 pour la liaison sur Rev 
 
L’activité de Rev dans l’export des ARNm viraux fait intervenir différents partenaires 
cellulaires, dont les fonctions sont alors détournées au profit de la réplication virale.  Parmi 
eux, le facteur d’export hCRM1 joue un rôle fondamental puisqu’il reconnaît la séquence 
NES de Rev et permet de transporter les complexes ribonucléoprotéiques vers et à travers les 
pores nucléaires. Par ailleurs, les motifs heptapeptidiques formant les SHPR190 et 142 sont 
dirigés contre la séquence NES de Rev, celle-là même qui est impliquée dans l’interaction de 
Rev avec hCRM1. C’est pourquoi nous avons cherché à caractériser cette interaction 
protéique, afin de déterminer le rôle des SHPR dans l’association de Rev avec hCRM1.  
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Des travaux relativement simples peuvent être effectués afin d’établir une interaction directe 
entre deux protéines in vitro ou in vivo.  En effet, en réalisant une immunoprécipitation à 
l’aide d’un anticorps spécifique, il est possible de purifier une protéine donnée présente dans 
un extrait cellulaire. L’analyse par immunoempreinte des fractions purifiées avec un anticorps 
dirigé contre un partenaire connu ou supposé de cette protéine permet de définir leur 
éventuelle interaction dans la cellule.  
 
Selon ce principe, nous avons transfecté des cellules simiennes COS7 avec un vecteur 
permettant l’expression de la protéine CRM1 humaine (hCRM1), avec un plasmide codant 
pour la protéine Rev fusionnée au motif Flag, ou avec les deux. Nous avons ensuite 
immunoprécipité la protéine Flag-Rev grâce à un anticorps dirigé contre le motif Flag, et 
analysé les fractions purifiées par immunoempreinte avec un anticorps dirigé contre hCRM1, 
puis contre Flag (Figure 38). Bien que l’expression des deux protéines soit correcte dans tous 
les cas (Figure 38, pistes 1 à 3), la protéine hCRM1 n’est pas détectée de manière significative 
dans les fractions purifiées contenant FlagRev (Figure 38, en haut, pistes 4 à 6). Dans ces 
conditions, l’interaction entre la protéine virale Rev et son partenaire cellulaire hCRM1 n’a 
donc pas pu être observée de manière suffisamment claire pour pouvoir évaluer l’effet des 
SHPR. Il est probable que cette interaction soit trop éphémère ou trop fragile pour pouvoir 
l’observer dans un contexte cellulaire, ou qu’un autre co-facteur important soit limitant dans 
les cellules utilisées. En particulier, la protéine RanGTPase est essentielle aux mouvements 
nucléo-cytoplasmiques des cargos cellulaires. Un mutant de cette protéine, le mutant 
RanQ69L, est constitutivement lié au GTP, ce qui permet de renforcer les interactions 
protéiques dans le noyau. Ce mutant a été ajouté en large excès dans les conditions 
précédemment décrites, mais nous n’avons pu observer d’interaction entre Rev et hCRM1 





Une autre approche permettant de visualiser des interactions protéiques consiste à effectuer 
des mélanges de protéines recombinantes in vitro. La purification de l’une ou l’autre des 
protéines conduira à purifier le partenaire, qui peut être détecté par immunoempreinte à l’aide 
d’un anticorps spécifique. Nous avons utilisé cette approche afin d’enrichir les extraits 
cellulaires en complexes Rev/hCRM1, et de pouvoir détecter une interaction entre les deux 
protéines. Nous avons ainsi mélangé des extraits de cellules épithéliales humaines (HeLa) 
surexprimant les deux protéines avec de la protéine recombinante RanQ69L étiquetée du 
motif Flag et retenue sur une résine spécifique. Les cellules expriment également une  
construction correspondant au RRE, afin de renforcer la stabilité des complexes formés avec 
Rev. Les fractions éluées par compétition avec un peptide formé de la séquence Flag 
contiennent la protéine FlagRanQ69L et les protéines qui lui sont associées. Ainsi, les 
immunoempreintes réalisées à l’aide d’anticorps dirigés contre Rev (Figure 39, panneau du 
bas) et contre hCRM1 (Figure 39, panneau du haut) indiquent la présence de chacun des 
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partenaires dans les fractions éluées de la résine : l’interaction entre Rev et hCRM1 est 
évidente (Figure 39, piste 4).  
 
Nous avons alors étudié l’effet de la présence du SHPR190 sur cette interaction. Nous avons 
transfecté les mêmes cellules HeLa avec un plasmide supplémentaire codant pour le 
SHPR190 ou pour un SHP contrôle, le SHPT8. Ce SHPT8 est un SHP dirigé contre la 
protéine virale Tat (Roisin et al., 2004). Il n’est donc pas actif contre Rev, et tient lieu de 
témoin négatif. Comme attendu, les bandes correspondant à Rev et à hCRM1 sont révélées en 
présence de SHPT8, qui n’intervient aucunement dans l’interaction entre les deux protéines 
(Figure 39, comparer pistes 4 et 6).  De la même manière, la présence du SHPR190 n’affecte 
pas la formation de complexes Rev/hCRM1, puisque chaque protéine est présente dans la 
fraction purifiée avec FlagRanQ69L (Figure 39, comparer pistes 4 et 5). Le SHPR190 n’entre 
donc pas en compétition avec hCRM1 pour l’association à Rev.  
 
De manière intéressante, nous observons que dans ces conditions de surexpression du 
SHPR190, la quantité de Rev présente dans les extraits  cellulaires est réduite, en comparaison 
avec celle détectée en absence de SHP ou en présence du SHPT8 (Figure 39, comparer pistes 
1 et 2). Ces variations ne sont pas dues à des différences de quantités déposées pour 
l’immunoempreinte, puisque l’immunoempreinte utilisant un anticorps monoclonal dirigé 
contre l’actine, une protéine très abondante dans les cellules, montre l’homogénéité des 
dépôts (Figure 39, panneau du bas, pistes 1 à 3). Ces observations suggèrent qu’en présence 
du SHPR190, une partie des protéines Rev est dégradée ou redistribuée dans un compartiment 
cellulaire insoluble, et n’aurait donc pas pu être extraite dans le tampon utilisé lors de la lyse 
cellulaire.  
Nous avons entrepris de vérifier chacune de ces deux hypothèses, afin de déterminer si l’une 





I.1.3. Les SHPR n’affectent pas la localisation de Rev dans la cellule 
 
Une des hypothèses principalement intéressante est d’imaginer que les SHPR entraînent une 
redistribution de Rev dans la cellule, l’écartant ainsi de ses séquences ARN cibles ou de l’un 
de ses partenaires. Afin d’étudier cette possibilité, nous avons réalisé des expériences 
d’immunofluorescence sur des cellules HeLa surexprimant Flag-Rev et le SHPR190 (Figure 
40). 
Dans les cellules surexprimant Flag-Rev uniquement, la protéine est présente de manière 
diffuse dans les différents compartiments cellulaires (Figure 40 (A)). Ces observations 
s’accordent avec certaines données de la littérature, qui indiquent que la protéine Rev 
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surexprimée dans les cellules est présente à la fois dans le noyau et le cytoplasme (Kalland et 
al., 1994 ; Venkatesh et al., 2003). Ces résultats sont par ailleurs en accord avec la propriété 
de Rev à effectuer la navette entre noyau et cytoplasme.  
Cependant, plusieurs auteurs ont montré que Rev est principalement localisée dans le noyau 
des cellules à l’état d’équilibre (Hakata et al., 2002).  D’autres ont également indiqué qu’une 
fusion Rev-GFP est majoritairement accumulée dans les nucléoles (Stauber et al., 1995).  
Il est possible que le large excès de protéines Rev présentes dans la cellule, ou que 
l’utilisation du motif Flag en fusion avec la protéine virale modifie sa distribution 
intracellulaire. Par ailleurs, la fixation des cellules peut endommager les épitopes Rev, et le 
marquage immunologique avec l’anticorps dirigé contre Flag produit un léger bruit de fond, 
qui peut parfois être difficile à distinguer du signal spécifique de la protéine virale.   
 
Lorsque les cellules sont traitées avec la Leptomycine B (LMB), un inhibiteur spécifique de 
hCRM1 et des processus d’export qui en dépendent, Rev est retenue dans le noyau et les 
nucléoles, et est complètement exclue du compartiment cytoplasmique (Figure 40 (B)). Ces 
observations sont en accord avec les différentes études utilisant cet antibiotique, qui montrent 
la séquestration de Rev dans le compartiment nucléaire lorsque l’export médié par hCRM1 est 
bloqué par la LMB. Les conditions d’immunofluorescence utilisées sont donc correctes et 
peuvent permettre d’étudier l’impact d’inhibiteurs sur la localisation intracellulaire de Rev. 
Ainsi nous observons que, en présence de SHPR190, la répartition intracellulaire de Rev n’est 
pas affectée, et la protéine est présente de façon diffuse dans chacun des compartiments de la 





Pour confirmer ces observations, nous avons réalisé un fractionnement cellulaire à partir de 
cellules HeLa co-transfectées par Rev en présence ou non d’un SHP, et en présence d’une 
construction correspondant au RRE (Figure 41). Ce protocole utilise différents détergents et 
des concentrations salines particulières pour séparer la phase cytoplasmique, la phase 
nucléaire et les membranes cellulaires. L’analyse par immunoempreinte d’un aliquot de 
chacune des fractions permet de définir la répartition intracellulaire d’une protéine donnée, en 
l’occurrence ici Rev. Ainsi, l’immunoempreinte réalisée à l’aide d’un anticorps dirigé contre 
Rev montre que la protéine est distribuée à la fois dans les fractions nucléaire, cytoplasmique 
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et membranaire, et ce indépendamment de la présence du SHPR190 ou du SHPT8 (Figure 41, 
panneau du haut).  
L’immunoempreinte réalisée à l’aide d’un anticorps polyclonal dirigé contre la 
Ribonucléotide Réductase (Rinonucleotide Reductase polypeptide M2, RRM2), une protéine 
cytoplasmique, permet de contrôler la qualité du fractionnement (Figure 41, panneau du bas). 
Nous pouvons constater une légère fuite du signal correspondant à cette protéine dans les 
fractions nucléaires. Une partie des cellules n’a donc probablement pas été cassée 
correctement lors de la séparation des noyaux. Toutefois, cette fuite reste globalement faible, 
et les signaux intenses révélés par l’anticorps dirigé contre l’épitope Flag correspondent très 
majoritairement à  de la protéine Rev présente dans le noyau.   
 
D’une manière surprenante, nous constatons là encore que la quantité de protéines Rev 
présente dans chacun des compartiments cellulaires diminue lorsque le SHPR190 est présent 
(Figure 41, comparer pistes 1 et 2). Ces observations supportent de nouveau l’hypothèse 





I.1.4. Les SHPR déstabilisent la protéine Rev dans les cellules 
 
Ayant exclu l’hypothèse d’une relocalisation de Rev dans la cellule en présence du SHPR190, 
nous avons approfondi les expériences afin de déterminer son rôle sur la stabilité de la 
protéine virale. 
  
Nous avons réalisé des extraits de cellules COS7 transfectées avec des plasmides permettant 
l’expression de la protéine Flag-Rev et d’un SHPR, dans un tampon riche en détergents et en 
inhibiteurs de protéases afin d’éliminer au maximum l’activité de protéolyse. 
 Les deux SHPR efficaces contre la fonction Rev ont été testés, les SHPR190 et 142, ainsi 
qu’un SHP dirigé contre Rev mais incapable d’inhiber sa fonction, le SHPR15 (Figure 42).  
 
L’immunoempreinte réalisée avec un anticorps monoclonal dirigé contre le motif Flag montre 
une diminution drastique de la quantité de Rev lorsque le SHPR190 est présent (Figure 42(A), 
panneau du haut, comparer pistes  1 et 4). Cette diminution est de l’ordre des 80% en 
moyenne, et peut atteindre les 95% (Figure 42 (B), panneau de gauche, piste 4). Cet effet est 
visible mais moins marqué en présence du SHPR142, et le signal Rev est réduit de 30 à 70% 
selon l’expérience (comparer pistes 1 et 3, Figure 42 (A) en haut et Figure 42 (B) à gauche). 
A l’inverse, et comme attendu, la présence du SHPR15 n’affecte nullement l’abondance 
intracellulaire de Rev, puisque l’intensité du signal révélé par l’immunoempreinte est 
similaire à celle observée en l’absence de SHPR (comparer pistes 1 et 2 sur Figure 42 (A) en 
haut et Figure 42 (B) à gauche). Ces observations indiquent que la stabilité de Rev dans les 
cellules est affectée par la présence des SHPR inhibiteurs.  
L’immunoempreinte utilisant un anticorps monoclonal dirigé contre la protéine SUMO-1, 
indique que la concentration intracellulaire en SHPR15, SHPR142 et SHPR190 est identique 
(Figure 42(A), panneau du milieu). De plus, l’immunoempreinte réalisée avec un anticorps 
monoclonal dirigé contre l’actine montre l’homogénéité des différents dépôts (Figure 42(A), 
panneau du milieu). La forte variation du niveau de Rev est donc bien due à l’action du 
SHPR190, et non pas à une concentration plus forte en SHPR190 dans la cellule ou à une 
quantité différente d’extraits déposée pour l’analyse.  
 
Selon la même approche, nous avons regardé l’effet des trois SHPR sur la concentration 
intracellulaire d’une autre protéine virale, la protéine Tat (Figure 42(A), panneau du bas). 
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Comme attendu, l’abondance de Tat dans les cellules ne varie pas lorsque l’un des SHPR est 





Afin de déterminer le phénomène responsable de cette déstabilisation de Rev, nous avons 
étudié l’impact d’un inhibiteur spécifique du protéasome, le MG132, sur l’abondance 
intracellulaire de Rev en présence des SHPR (Figure 42(B)). En présence de cet inhibiteur, les 
protéines destinées à être dégradées par le protéasome sont plus abondantes dans la cellule, 
puisque leur destruction est interrompue.  
Ainsi, l’immunoempreinte réalisée avec l’anticorps dirigé contre le motif Flag montre 
qu’après traitement au MG132, le niveau global de Rev détecté en présence du SHPR190 est 
partiellement restauré, et estimé à environ 28 % de le cas présent (Figure 42(B), comparer 
pistes 1 et 4,  panneau de droite).  Cette restauration atteint les 100% lorsque le SHPR142 est 
utilisé comme inhibiteur de Rev (Figure 42(B), comparer pistes 1 et 3, panneau de droite). 
 
Ces observations indiquent que Rev est en envoyée au protéasome par les SHPR pour y être 
dégradée. Dans le cas du SHPR190, la participation du protéasome reste partielle dans la 
dégradation de Rev, puisque le niveau intracellulaire de Rev n’est pas complètement rétabli 
lorsque le protéasome est inactif. Il est possible qu’un autre système de dégradation 
intervienne, ou qu’une partie de Rev soit relocalisée dans un compartiment difficile à extraire 
dans le tampon utilisé dans ces expériences.   
 
Nous avons regardé si l’effet du MG132 se répercute d’une manière générale sur l’abondance 
de Rev dans les cellules par des expériences de fractionnement cellulaire. Nous avons 
transfecté des cellules HeLa avec les plasmides d’expression de Flag-Rev, de hCRM1, de l’un 
des SHPR190 ou SHPT8,  et d’une construction correspondant au RRE. Ces conditions de 
transfection permettent d’ajuster la quantité de chacun des partenaires formant les complexes 
Rev/hCRM1/RRE. En se plaçant en large excès de chacun d’entre eux, nous optimisons ainsi 
la formation de ces complexes dans les cellules transfectées, à l’image des événements 
rencontrés lors d’une infection. Nous avons ensuite séparé la fraction nucléaire de la phase 
cytoplasmique et des membranes selon le protocole de fractionnement utilisé précédemment. 
L’analyse par immunoempreinte avec l’anticorps dirigé contre Flag montre que Rev se 
retrouve dans tous les compartiments cellulaires, indépendamment de la présence d’un SHP 
(Figure 43, panneaux du haut). Cependant, l’abondance de Rev dans chacune des trois phases 
cellulaires est fortement diminuée lorsque le SHPR190 est présent, alors que celle-ci n’est pas 
affectée par le SHPT8 (Figure 43, panneau du haut, comparer pistes 1 et 2 et piste 3).  
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L’immunoempreinte réalisée à l’aide d’un anticorps polyclonal dirigé contre la 
Ribonucléotide Réductase (RRM2) montre une légère fuite du signal dans les fractions 
nucléaires (Figure 43, panneaux du bas). Cependant, cette fuite est similaire dans tous les cas 
et reste relativement faible. Les signaux détectés dans la fraction nucléaire à l’aide de 
l’anticorps dirigé contre Flag correspondent donc majoritairement à de la protéine Rev 
nucléaire. Par ailleurs, l’apparente accumulation de Rev dans les membranes est biaisée par la 
présence probable de cellules entières, qui n’ont pas été correctement brisées lors de la 
séparation des noyaux. En effet, une petite partie des cellules peut rester intacte et se retrouve 
dans la fraction contenant les membranes. Le signal observé correspond donc en partie aux 
protéines nucléaires et cytoplasmiques présentes dans les cellules entières.  
L’ensemble de ces observations indique que le SHPR190 entraîne une dégradation massive de 
la protéine virale, qui conserve malgré tout sa répartition nucléo-cytoplasmique dans la 
cellule.   
Nous avons alors étudié l’effet du MG132 sur l’abondance de Rev dans les différents 
compartiments (Figurer 43, pistes 4 et 5). Comme attendu, le niveau global de Rev détecté 
dans chaque compartiment cellulaire en présence du SHPR190 est partiellement rétabli suite à 
un traitement au MG132 (Figure 43, comparer pistes 2 et4). Ces observations confirment que 
le SHPR190 induit la dégradation rapide d’une partie des protéines Rev présentes dans la 





La plupart des substrats dégradés par le protéasome sont des formes modifiées par 
l’ubiquitine. En effet, les chaînes d’ubiquitine, reliées entre elles par les lysines 48 en 
particulier, forment un signal pour envoyer les protéines vers le protéasome. Nous avons 
voulu voir si Rev était polyubiquitylée en présence de SHPR inhibiteurs, par des expériences 
d’immunoprécipitation à partir d’extraits de cellules exprimant la protéine Rev et le 
SHPR190, en présence ou non d’une forte concentration en ubiquitine. Cependant, nous 
n’avons pas observé de produits modifiés de Rev, même en ajoutant du MG132 pour 
maintenir intactes les formes polyubiquitylées (non illustré). Ces expériences 
d’immunoprécipitation sont certainement trop peu sensibles pour permettre de détecter les 






I.1.5. Les SHP s’accumulent dans les noyaux des  cellules transfectées 
 
Afin d’établir le site d’action des SHPR sur la protéine Rev dans la cellule, nous avons réalisé 
des immunoempreintes à l’aide d’un anticorps monoclonal dirigé contre la protéine SUMO-1 
à partir des différentes fractions cellulaires obtenues ultérieurement (cf. Figure 43).  
 
Nous avons ainsi observé que les SHP sont présent dans le noyau et exclus du cytoplasme, 
aussi bien en l’absence de protéine hCRM1 exogène (non illustré) qu’en sa présence (Figure 
44). Le signal observé dans les fractions membranaires provient probablement en partie de 
cellules entières recueillies après la séparation des noyaux.  
Ces observations indiquent que dans des cellules transfectées, les SHP s’accumulent dans le 
noyau, probablement via le domaine basique de Tat (PTD). Le compartiment nucléaire est 





I.2. Optimisation des propriétés des SHPR 
 
Un second axe de recherche a été d’étudier les multiples possibilités de mutations de la 
séquence du SHPR190, afin de caractériser les attributs qui lui sont essentiels pour son action 
contre Rev. De cette manière, il deviendra possible d’envisager la création d’un variant du 
SHPR190 dont les propriétés inhibitrices seront optimales. Ces travaux ont abouti à 
l’identification des séquences qui ne peuvent pas être éliminées ou modifiées sans perturber 
l’action du SHPR190, alors que d’autres ne sont pas essentielles au pouvoir inhibiteur du 
peptide. 
 
Nous avons créé un panel de mutants du SHPR190 sauvage, dont la séquence est inscrite en 
Figure 45, par mutagénèse dirigée ou en réalisant des délétions de plusieurs acides aminés. 
Ces variants (décrits dans la Figure 47) ont ensuite été testés pour leur activité contre la 
fonction Rev. Les mutants présentant un avantage par rapport au SHPR190 sauvage ont été 
produits en bactéries sous forme de protéines recombinantes puis purifiés, afin d’être testés 
pour leur action sur la réplication virale dans des cultures cellulaires infectées. Cette dernière 








L’efficacité d’inhibition de la fonction Rev des différentes molécules a été évaluée grâce à 
deux tests d’activité de la protéine virale (Figure 46). Le premier utilise un plasmide 
rapporteur désormais largement employé pour étudier l’activité d’export des ARN dépendants 
de Rev. Ce plasmide, appelé pDM128, contient la séquence codant pour l’enzyme CAT 
(Chloramphenicol acetyl transferase) fusionnée à l’élément de réponse à Rev, le RRE, et 
située dans un intron bordé des sites d’épissage 5’ et 3’ du gène env du HIV-1 (Figure 46 
(A)). En l’absence de Rev fonctionnelle, l’ARNm est épissé et il n’y a pas expression de 
l’enzyme CAT. L’activité de Rev se traduit à l’inverse par la production de l’enzyme, qui 
peut se mesurer d’une manière simple par un dosage immunologique spécifique (ELISA).  
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Un autre vecteur a été créé pour étudier l’activité de Rev dans des conditions plus proches de 
celles rencontrées dans des cellules infectées (Figure 46(B)). Celui-ci possède la séquence 
codant la protéine fluorescente d2eGFP située en position intronique et entourée de part et 
d’autre des fragments 5’ et 3’ du gène codant pour la protéine Rev. Les sites d’épissage 5’ et 
3’ uniques permettent l’épissage conditionnel du fragment d2eGFP, et son expression dépend 
de l’activité de Rev.      
 
Cette cassette a été insérée dans un vecteur permettant son maintien sous forme épisomique, 
afin d’éviter le problème récurrent d’extinction de gène (gene silencing), fréquemment 
rencontré lorsqu’une séquence est insérée aléatoirement dans le génome d’un organisme hôte. 
La construction finale, appelée pCEP4-d2eGFP-Rev, permet de créer un équilibre entre 
protéines Rev et GFP et rappelle les événements de la phase précoce du cycle viral, où 
l’absence de protéine Rev provoque sa propre expression.  
 
Nous avons choisi une forme instable de la protéine fluorescente eGFP (enhanced Green 
Fluorescent Protein), la d2eGFP, puisque sa demi-vie est écourtée de moitié par rapport à la 
protéine eGFP classique. Ainsi, les protéines fluorescentes présentes dans le cytoplasme des 
cellules sont rapidement dégradées, et seule la protéine exprimée sous la dépendance de Rev 
est prise en compte.  
 
Des extraits de cellules transfectées par ce plasmide rapporteur et les différents variants du 
SHPR190 peuvent être analysés par immunoempreinte à l’aide d’un anticorps monoclonal 
dirigé contre la GFP. Les variations d’expression de la protéine d2eGFP traduisent alors le 
niveau d’activité de Rev dans les cellules. Alternativement, il est possible d’analyser les 
cellules correctement lavées - afin d’éliminer toute détection artéfactuelle de la GFP - par 
cytométrie de flux.  
 
Nous avons également créé une lignée de cellules simiennes COS7 exprimant de manière 
stable la construction pCEP4-d2eGFP-Rev, afin d’obtenir un contexte cellulaire se 
rapprochant des conditions rencontrées lors d’une infection par le HIV-1.  Ces cellules ont été 
utilisées dans des tests de transfection avec les plasmides exprimant les SHP, ou incubées 
directement avec des protéines SHP purifiées. De la même manière que précédemment, 
l’immunoempreinte à l’aide d’un anticorps monoclonal dirigé contre la GFP ou une analyse 
en cytométrie de flux permet d’évaluer le niveau d’activité de Rev. 
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Il est à notre que le test ELISA, permettant le dosage de l’enzyme CAT, est très sensible et 
que les quantités de plasmide utilisées pour la transfection sont très faibles. Des variations 
expérimentales minimes peuvent alors occasionner une variabilité des résultats, parfois 
difficilement interprétables. Les données montrées dans le paragraphe suivant indiquent les 
résultats d’une seule expérience, représentative de l’ensemble des données obtenues par 
plusieurs expériences identiques. Par ailleurs, nos conclusions tiennent compte des variations  

















a) Mutagénèse de l’heptapeptide et du PTD 
 
Bien que l’heptapeptide 190 soit le motif inhibiteur le plus efficace parmi l’ensemble des 
peptides identifiés par le système du double hybride, nous avons regardé s’il est possible 
d’améliorer l’activité du SHPR190 en modifiant la séquence heptapeptidique.   
 
Nous avons muté successivement chaque résidu de la séquence 190 en alanine (« Alanine 
Scanning »), et obtenu sept variants possédant une mutation ponctuelle (Figure 47). D’après 
les données obtenues par le test utilisant le vecteur pDM128, il est possible d’améliorer 
l’efficacité inhibitrice du SHPR190 en mutant les positions 1, 4 et 6 de l’heptapeptide (Figure 





Toutefois, d’après le système pCEP4-d2eGFP-Rev, aucune de ces mutations n’améliore 
l’efficacité du SHPR190 sauvage puisque, à même niveau d’expression, ce dernier réduit 
l’expression de la GFP le plus fortement (Figure 48 (B)). Nous observons ainsi que seule la 
mutation en position 4 permet de maintenir une inhibition efficace de la fonction Rev, mais 
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uniquement lorsque des quantités élevées de plasmide exprimant le SHPR sont utilisées lors 
de la transfection (6 μg) (Figure 48(B), comparer pistes 2 et 4). Par ailleurs, nous observons 
que la double mutation des résidus 1 et 4 abolit l’effet positif obtenu avec les substitutions 
simples.  
 
La mutation de la cystéine en position 4 dans l’heptapeptide (en position 132 dans la séquence 
du SHPR190) présente un intérêt pour la stabilité et l’activité globale du SHPR190, puisque 
cette cystéine est susceptible de former un pont disulfure avec la cystéine voisine (position 5 
de l’heptapeptide et C133 dans la séquence SHPR190). Dans des conditions non 
suffisamment réductrices, l’apparition de cette forme oxydée du SHPR190 pourrait 
compromettre son activité antivirale.  
 
Nous avons également imaginé un variant du SHPR190 qui pourrait à la fois inhiber 
activement la fonction Rev et pénétrer efficacement dans les cellules. Dans cet objectif, nous 
avons testé l’efficacité d’inhibition d’un variant du SHPR190 contenant une séquence de 9 
résidus arginine à la place du domaine de pénétration de Tat. Une telle séquence polyarginine 
a été montrée à plusieurs reprises comme capable de rentrer dans les cellules d’une manière 
plus efficace que le domaine basique de Tat (Ho et al., 2001 ; Jin et al., 2001). Si celle-ci 
s’avère favorable dans l’action contre Rev dans des tests de transfection cellulaire, il serait 
intéressant de produire la molécule SHPR190 contenant cette séquence polyarginine (PolyR) 
afin d’étudier ses propriétés de pénétration et d’inhibition de la réplication virale.  
 
Avec le test utilisant le vecteur pDM128, nous observons que la substitution du PTD par une 
séquence polyarginine favorise largement le pouvoir inhibiteur du SHPR190, puisque le 
mutant est capable de réduire efficacement la production d’enzyme CAT (Figure 48(A), 
comparer points 3 et 12). Cependant les résultats obtenus avec le vecteur pCEP4-d2eGFP-Rev 
montrent une réduction de l’expression de la GFP moins importante que par le SHPR190 
sauvage (Figure 48(B), comparer pistes 2 et 6). Il est donc probable que cette substitution 
affecte légèrement l’activité inhibitrice, mais des tests sur la réplication virale avec la protéine 






b)  Délétions partielles de la séquence du SHPR190 
 
Une des caractéristiques importantes pour l’efficacité et l’immunogénicité d’une molécule 
thérapeutique est portée sur l’absence de toute séquence superflue, c’est-à-dire non essentielle 
à son activité. C’est pourquoi nous avons cherché à réduire au maximum la séquence du 
SHPR190, en regardant si certaines régions peuvent être délétées sans affecter son pouvoir 
inhibiteur. 
 
b.1) Le motif Flag peut être éliminé sans affecter l’efficacité du SHPR190 
L’épitope Flag avait été ajouté à l’extrémité amino-terminale de la séquence du SHPR190 
dans l’unique perspective de purifier rapidement les protéines recombinantes. En effet, ce 
motif permet la rétention de la protéine sur une résine spécifique, de laquelle elle est éluée par 
compétition avec un peptide correspondant à la séquence Flag. Alternativement, une protéase 
spécifique peut cliver le motif Flag présent sur la protéine, qui est libérée de la résine alors 
que l’épitope Flag reste accroché. Cependant, le protocole de purification établi pour produire 
les SHPR ne fait pas intervenir ce type de chromatographie d’affinité.  
Nous avons donc envisagé d’éliminer la partie Flag de la séquence du SHPR190, et constaté 
sans surprise qu’elle ne participe pas de manière significative à l’activité antivirale du peptide 
inhibiteur dans des lignées cellulaires infectées.  
 
b.2) La protéine SUMO-1 participe à l’activité inhibitrice du SHPR190 
La protéine SUMO-1 avait été ajoutée dans l’objectif initial de stabiliser l’heptapeptide 
inhibiteur dans l’environnement extra- et intracellulaire. Cette protéine est abondante et 
ubiquitaire dans les cellules, qui ne seront logiquement pas affectées par un supplément en 
protéines SUMO apporté par les SHP (Roisin et al., 2004). Par ailleurs, le motif diglycine 
carboxy-terminal de SUMO-1, qui est rapidement clivé pour permettre sa conjugaison avec 
un substrat et qui constitue le site de coupure lors de la désumolyation, a été muté de manière 
à éviter une dégradation massive des SHP par les nombreuses protéases cellulaires spécifiques 
de SUMO.   
 
Nous avons regardé si SUMO-1 peut être éliminée de la séquence du SHPR sans affecter son 
activité. Un peptide linéaire dépourvu de la séquence de SUMO-1 a été synthétisé puis testé 
directement sur des cellules infectées. De manière très inattendue, l’élimination de la protéine 
SUMO-1 abolit complètement l’action du SHPR. En effet, un test sur la réplication virale 
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comparant le SHPR sauvage et le peptide sans SUMO-1 a indiqué que seul le SHPR complet 
est capable d’inhiber la réplication virale, le peptide ne montrant toujours aucune activité 10 
jours après l’infection (non illustré). La protéine SUMO-1 soutient donc fortement les 
propriétés inhibitrices du SHPR, et doit être présente dans la molécule.  
 
b.3) Le domaine GAD et le motif de pénétration PTD ne peuvent pas être éliminés 
complètement de la séquence du SHPR190 
Le SHPR190 possède un fragment de séquence correspondant au domaine GAD (Gal4 
Activation Domain). Ce domaine fait partie de la molécule utilisée comme « proie » lors du 
criblage en double hybride chez la Levure, qui a permis  d’identifier les peptides interagissant 
avec Rev (Roisin et al., 2004).  Il se situe donc en amont de la séquence heptapeptidique, et a 
été jusqu’à présent conservé dans les molécules SHP. Il est probable que cette région puisse 
être éliminée du SHP sans perturber ses caractéristiques, puisqu’elle n’a à priori aucun rôle 
dans les propriétés inhibitrices du peptide. Nous avons délété la séquence complète de GAD 
(10 résidus) (ΔG), et testé cette mutation seule ou en combinaison avec d’autres mutations 
ponctuelles de l’heptapeptide 190.  
D’après le test d’activité de Rev utilisant le plasmide rapporteur pDM128, la délétion 
complète du domaine GAD renforce le pouvoir inhibiteur du SHPR, qui est alors capable de 
réprimer fortement l’expression de l’enzyme CAT (Figure 49(A), pistes 3 et 10). Toutefois, le 
test utilisant le second système rapporteur montre que ce mutant, bien que légèrement actif, 
n’est pas capable d’inhiber efficacement l’expression de la GFP et donc l’activité de Rev 
(Figure 49(C), pistes 2 et 3). Par ailleurs, cette délétion combinée à une mutation ponctuelle 
m1, m4 ou m6 ne renforce pas le pouvoir inhibiteur du SHPR (Figure 49(A), pistes 7, 8 et 9 ; 
Figure 49(C), pistes 4 et 5). 
 
De la même manière, et bien que ce motif soit utile pour la libération des SHP dans les 
cellules, nous avons étudié l’effet d’une délétion complète ou partielle du  domaine de 
pénétration (ΔPTD et ΔQ) sur l’activité du SHPR190 (cf. mutants en Figure  47).  
Nous observons que l’élimination complète du PTD est défavorable à l’activité du SHPR190 
(Figure 49(B), pistes 3 et 4), alors que la délétion des quatre résidus carboxy-terminaux 
semble plutôt  favorable, puisque le mutant (ΔQ) est capable d’inhiber correctement la 
production d’enzyme CAT (Figure 49(B), comparer pistes 3 et 5) et de la GFP (Figure 49 (C), 





Puisqu’il paraît clair que la séquence GAD contribue à l’action inhibitrice du SHPR190, nous 
avons voulu déterminer les résidus de ce domaine qui sont importants pour l’efficacité de la 
molécule. Nous avons ainsi regardé s’il est possible d’éliminer quelques uns des résidus de la 
séquence GAD, en étudiant les propriétés inhibitrices de mutants possédant 7 (ΔG1), 4 (ΔG2) 
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ou 1 (ΔG3) résidus en 3’ de la séquence GAD (Figure 50 (A) et cf Figure 47). Les cellules 
COS7 transfectées par le vecteur rapporteur pCEP4-d2eGFP-Rev et l’un de ces mutants ont 
été directement analysées par cytométrie de flux pour leur niveau de fluorescence GFP 
(Figure 50(B).  Les résultats indiquent que seule la délétion de 6 résidus du domaine GAD 
(ΔG2) permet d’augmenter l’action inhibitrice sur Rev (Figure 50(B), comparer rectangles 
« SHPR190WT » et « dG2 »). La séquence GAD ne peut donc être éliminée complètement, et 
il est préférable de conserver au moins  les 4 résidus  en 3’ de la séquence.  
 
 
c)  Substitution de la cystéine dans SUMO-1 et combinaison de mutations  
 
Comme déjà mentionné, les deux résidus cystéine présents dans l’heptapeptide 190 en 
position 4 et 5 (C132 et C133  dans la séquence SHPR190) peuvent former un pont disulfure 
qui pourrait compromettre l’activité du SHPR190. En ne conservant que la cystéine C133 
(mutation m4), ce problème semble écarté. Cependant, la protéine SUMO-1 possède 
également une unique cystéine, située en position 68 dans la séquence du SHPR190 initial (cf. 
Figure 45). Il est donc probable que celle-ci forme un pont disulfure avec la cystéine 133, 
altérant ainsi la conformation adoptée par le SHPR190 et ses propriétés inhibitrices.  
 
Nous avons substitué la cystéine de SUMO en un résidu alanine (C/A), dans la séquence 
SHPR190 sauvage et testé le variant obtenu avec le vecteur rapporteur pCEP4-d2eGFP-Rev. 
Nous avons ainsi observé que la substitution C/A confère un avantage à la molécule dans son 
action contre Rev (Figure 50(B), comparer rectangles « SHPR190 WT » et « C/A WT »).  
Par contre, l’association de cette substitution avec la délétion des quatre résidus carboxy-
terminaux du domaine GAD (ΔG2) n’a pas un effet additif positif sur l’activité du SHPR190 
(Figure 50 (B), rectangle « C/A dG2 »). De la même manière, il ne semble pas intéressant de 
combiner les mutations m1 et m4 dans l’heptapeptide 190 aux deux précédentes 
modifications, puisque les variants obtenus sont moins efficaces contre Rev que le SHPR190 
























Figure 50 : Délétions partielles du domaine GAD et mutation de la cystéine 68.  
(A) Liste des mutants étudiés dans ces expériences, expliquant les mutations de séquences réalisées.  
(B) Les cellules COS7 ont été transfectées avec 2 mg de plasmide rapporteur pCEP4-d2eGFP-Rev, en 
absence (piste de gauche) ou en présence de 6 mg de plasmide exprimant le SHPR190 sauvage (piste 2) 
ou un mutant du SHPR190 (pistes suivantes). 42 heures après transfection, les cellules ont été 
récupérées puis lavées plusieurs fois, avant d’etre analysées par cytométrie de flux pour leur niveau de 
fluorescence GFP. Le diagramme indique les taux d’inhibition de l’expression de la GFP, qui 
correspondent à l’inhibition de l’activité de Rev, en pourcentage par rapport au SHPR190 sauvage, dont 
l’efficacité d’inhibition a été arbitrairement définie à 100%. 
Dénomination du mutant Modification(s) de séquences 
SHPR190 dG (=DG) 
SHPR190 dG1 (=DG1)  
SHPR190 dG2 (=DG2)  
SHPR190 dG3 (=DG3) 
Délétion totale (10 résidus) du domaine GAD 
Délétion de 3 résidus en 5’ de GAD 
Délétion de 6 résidus en 5’ de GAD  
Délétion de 9 résidus en 5’de GAD 
SHPR190 C/A WT SHPR190 sauvage, mutation de la cystéine 68  (dans 
SUMO-1) en Alanine 
SHPR190 C/A dG2 SHPR190 muté sur la cystéine 68 et délété de 6 résidus 
dans le domaine GAD 
  
SHPR190 C/A dG2 m1  
SHPR190 C/A dG2 m1m4 
Idem ci-dessus, mais avec mutation m1  
Idem ci-dessus, mais avec mutations m1 et m4 
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d)  Conclusions 
 
Au vu de l’ensemble de ces résultats, il apparaît que le SHPR190 sauvage reste globalement 
le plus efficace en terme d’inhibition de la fonction Rev. En effet, les données obtenues à 
partir du système rapporteur pCEP4-d2eGFP-Rev, qui se rapproche des conditions 
rencontrées lors d’une infection par le HIV-1, montrent que certaines mutations prises 
individuellement semblent favorables, comme les mutations m4  ou C/A, ou la délétion ΔG2.  
Cependant, la combinaison de ces mutations abolit leur effet positif, et le SHPR190 sauvage 
reste le plus actif pour bloquer la fonction Rev.  
 
Plusieurs de ces molécules seront prochainement testées sur des cellules infectées, pour leur 
action contre la réplication du HIV-1 (par l’équipe de P. Clayette), ce qui permettra de mieux 
cerner l’efficacité antivirale de l’une ou l’autre des protéines SHPR.  
Par ailleurs, d’autres caractéristiques sont à prendre en considération dans le choix d’une 
molécule thérapeutique. En particulier, celle-ci doit pouvoir atteindre sa cible cellulaire et 
intracellulaire sans l’aide d’adjuvants, qui peuvent se révéler toxiques pour l’organisme.   
 
I.2.2. Optimisation de la pénétration intracellulaire du SHPR190 
 
Pour étudier l’efficacité de pénétration des différents SHPR, nous avons préparé des 
lymphocytes à partir d’échantillons de sang humain. Nous avons placé ces cellules dans un 
milieu de culture (RPMI) contenant du sérum et des antibiotiques, et nous les avons activées 
par un traitement de 48 heures avec la PHA (Phytohemagglutinin) et l’interleukine 2. Nous 
avons ensuite mis en contact les lymphocytes avec 1 ou 2 μM de peptide SHP pendant 4 
heures. Après lavages extensifs des cellules, nous avons réalisé des extraits cellulaires dans un 
tampon contenant des détergents et des inhibiteurs de protéases. Les extraits obtenus 
contiennent à la fois les fractions cytoplasmiques et nucléaires, mais excluent les membranes 
plasmiques. Cette lyse particulière permet d’éviter la détection artéfactuelle de protéines qui 
seraient accrochées sur la face externe de la membrane cellulaire ou coincées dans la bicouche 
lipidique. L’analyse par immunoempreinte de ces extraits à l’aide d’un anticorps monoclonal 
dirigé contre SUMO-1 révèle la présence ou non des SHP à l’intérieur des cellules.  
Alternativement, nous avons observé des lymphocytes traités pendant 2 à 4 heures avec un 
SHP sur lequel a été greffé le fluorochrome Alexa 488. L’observation au microscope des 
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cellules vivantes, lavées et conservées dans un tampon artificiel (HBS, Hepes Buffered 
Saline), révèle ou non une fluorescence à l’intérieur des cellules.  
 
a) Le motif Flag ne participe pas à la pénétration du SHPR190 
 
Selon cette approche, nous avons regardé si l’élimination du motif Flag affecte la rentrée des 
SHP dans les cellules. Après contact entre les lymphocytes et des SHP ne comprenant plus le 
motif Flag, l’immunoempreinte à l’aide de l’anticorps monoclonal dirigé contre SUMO-1 
montre une nette pénétration du peptide sans motif Flag dans le milieu intracellulaire (Figure 
51 (A), piste 2). L’absence de ce motif semble même renforcer la capacité d’internalisation du 
peptide (Figure 51 (A), comparer pistes 1 et2).  
Ces résultats sont confirmés par la microscopie de cellules vivantes préalablement incubées 
avec un SHP sans Flag fluorescent, puisque la molécule sans Flag est également détectée  
l’intérieur des cellules (Figure 51 (B), images du milieu). L’efficacité du marquage avec le 
fluorochrome n’étant pas absolue, il est possible que les cellules n’émettant pas de signal 
fluorescent contiennent des molécules de SHPR non marquées. Ceci pourrait expliquer le 
marquage non uniforme des cellules, et rend impossible la comparaison de l’efficacité des 





b) Le motif diglycine de la protéine SUMO-1 doit être muté  
 
De la même manière, nous avons étudié si la présence du motif diglycine dans la protéine 
SUMO-1 pouvait affecter la pénétration du SHPR190. En effet, il serait possible de simplifier 
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la molécule finale en s’affranchissant de la mutation des deux glycines carboxy-terminales de 
la protéine SUMO-1.   
 
Nous avons réalisé des extraits de lymphocytes incubés avec le SHPR190 sauvage ou un 
peptide similaire mais possédant le motif diglycine intact dans la séquence de SUMO-1 ainsi 
que le motif HA à son extrémité carboxy-terminale (SUMO-190-PTD-HA). L’analyse par 
immunoempreinte à l’aide de  l’anticorps dirigé contre SUMO indique que seul le SHPR190 
sauvage pénètre efficacement dans les cellules (Figure 52 (A), comparer pistes 1 et 2).  De la 
même manière, le peptide n’est pas détecté à l’intérieur des cellules par microscopie de 
fluorescence (Figure 52 (B), images du bas). 
 
Ces observations suggèrent que le motif diglycine de la protéine SUMO-1 doit être muté pour 
permettre au SHP de rentrer de manière efficace dans les cellules. Il est probable que la 
présence de ces deux glycines déstabilise la molécule, qui pourrait être clivée avant même 






c) Mutagénèse du domaine de pénétration (PTD) 
 
Les résultats apportés par les tests d’inhibition de la fonction Rev ont indiqué que la 
substitution du domaine basique par un motif polyarginine pourrait favoriser l’activité du 
SHPR190. Afin de vérifier si cette modification de séquence affecte le pouvoir pénétrant de la 
molécule, nous avons mis en contact des lymphocytes avec le SHPR190 sauvage ou 
possédant le motif polyarginine (PolyR), puis réalisé des extraits cellulaires. 
 L’analyse par immunoempreinte à l’aide de l’anticorps dirigé contre SUMO-1 montre que les 
deux peptides pénètrent dans les cellules avec la même efficacité (Figure 53 (A), comparer 
pistes 1, 2 et 3, 4).   
 
Ces résultats ont été confirmés par microscopie de cellules vivantes, puisque nous observons 
la pénétration de chaque peptide marqué par l’Alexa488 dans les lymphocytes (Figure 53 
(B)).  L’absence de fluorescence dans de nombreuses cellules provient probablement d’un 
marquage non exhaustif du SHPR190 PolyR, et il est impossible dans ces conditions de 
quantifier son efficacité de pénétration par rapport au SHPR190 sauvage. Par ailleurs, nous 
avons vérifié que les peptides visualisés se situent effectivement à l’intérieur de cellules 
vivantes, par un marquage des noyaux à l’iodure de propidium. En effet, un traitement de 20 
minutes avec 2 μM de ce produit, préalablement à l’observation des cellules, permet de 
visualiser les cellules mortes ou dont les membranes sont endommagées, puisqu’elles 
montreront un marquage intense de leur noyau. Les cellules transduites par les SHP sont 
négatives pour la coloration à l’iodure de propidium (Figure 53 (B), images de droite), ce qui 







D’après ces données, il semble donc possible de remplacer le domaine basique de Tat par un 
motif polyarginine sans affecter l’activité inhibitrice du SHPR190.  
 
Afin d’appréhender la réalité de l’efficacité d’action du SHPR190 PolyR, nous avons utilisé la 
lignée de cellules COS7 exprimant de manière stable le vecteur pCEP4-d2eGFP-Rev. Ces 
cellules ont été incubées dans un milieu contenant du sérum et des antibiotiques et 
supplémenté avec différentes concentrations de SHPR190 sauvage ou possédant le motif 
polyR. Après quelques heures de contact, des extraits cellulaires ont été réalisés puis analysés 
par immunoempreinte à l’aide de l’anticorps monoclonal dirigé contre la GFP (Figure 54). 
Comme attendu, le SHPR190 pénètre dans les cellules et inhibe efficacement la production de 
GFP dépendante de Rev lorsque il est présent dans le milieu extracellulaire à des 
concentrations au moins égales à 4 μM (Figure 54, comparer pistes 8 avec 2 et 3). Le SHPT8  
contrôle n’est pas capable d’agir contre Rev et n’affecte pas l’expression de la GFP (Figure 
54, comparer pistes 8 et 7).  
Dans ces conditions expérimentales spécifiques, nous observons que la substitution du PTD 
par le motif polyarginine n’améliore pas l’action du SHPR190. En effet, le peptide muté ne 
semble efficace qu’à fortes concentrations (6 μM), et reste quoiqu’il en soit moins actif que la 
molécule sauvage (Figure 54, comparer pistes 3 et 6). Ainsi, lorsque ces SHPR sont apportés 
par l’environnement extracellulaire, le SHPR190 initialement identifié semble le plus efficace 






L’ensemble de ces expériences a permis d’évaluer l’importance des différentes régions de la 
séquence du SHPR190 pour sa pénétration dans les cellules. Nous avons en effet constaté 
qu’il est possible d’éliminer le motif Flag sans affecter le pouvoir pénétrant de la molécule, 
alors que la mutation des deux glycines carboxy-terminales de SUMO-1 est nécessaire à cette 
propriété. Nous avons également constaté que la substitution du PTD de Tat par un motif 
polyarginine n’affecte pas de manière drastique la rentrée du SHPR190 dans les cellules. 
Cependant, ce variant du SHPR190 s’avère moins efficace pour inhiber l’activité de Rev 
lorsqu’il est appliqué directement sur des cellules exprimant de manière stable le plasmide 
rapporteur pCEP4-d2eGFP-Rev.  
Dans l’objectif d’optimiser l’action du SHPR190 initial, il semble donc envisageable 




I.2.3. Stabilité du SHPR190 et de ses variants 
 
Un dernier point que nous avons voulu examiner a été de déterminer le niveau de production 
des protéines recombinantes exprimées en bactéries, ainsi que la faisabilité du protocole de 
purification initialement mis en place pour purifier les SHP. Par ailleurs, nous avons vérifié si 
les SHP produits restent stables pendant les étapes de purification puis lors des tests sur les  
cellules. En effet, si un peptide s’avère efficace dans son action contre Rev mais très instable 
et difficile à produire, il ne pourra être envisagé de perspectives thérapeutiques. La production 
en masse d’un tel candidat impliquerait en effet de lourdes dépenses matérielles et humaines, 
incompatibles avec une bonne stratégie thérapeutique. 
 
a)  Production des protéines recombinantes 
 
Le protocole de purification élaboré permet une production relativement efficace et propre des 
SHP. Celui-ci fait appel à une résine d’héparine dont l’affinité pour les séquences basiques 
permet la rétention du SHP, qui sera libéré par une augmentation croissante de la 
concentration saline. La seconde étape permet une séparation des protéines selon leur taille 
(gel filtration). La dernière étape intervient pour éliminer les éventuels acides nucléiques 
accrochés au peptide, notamment à son domaine de pénétration basique, en les retenant sur 
une résine appropriée. A l’issue de ces trois étapes, le degré de purification obtenu est très 
satisfaisant, et les pertes protéiques restent raisonnables (environ un tiers de pertes à chaque 
étape) (Figure 55(A)).  
 
Toutefois, nous observons un clivage du SHP assez important en terme quantitatif du SHP, 
dès lors de sa production en bactéries (Figure 55(A) et (B)). Des protéases cellulaires sont 
probablement capables de reconnaître une séquence dans le SHP, dégradant ainsi une partie 
des protéines néosynthétisées. Une analyse par spectrométrie de masse a révélé que le site de 
coupure se situe principalement entre les deux cystéines de l’heptapeptide (Figure  55(D), pic 
n°1). Dans une moindre mesure, ce clivage peut avoir lieu après les deux cystéines, voire 
même après la leucine en position 6 de l’heptapeptide (Figure 55(D), pics n° 2 et n°3).  
 
Ces derniers résultats expliquent pourquoi les formes clivées sont séparées lors de l’étape de 
chromatographie sur colonne d’héparine (Figure 55(C)). En effet, la partie située en amont du 
site de coupure, comprenant la protéine SUMO-1 et un morceau de l’heptapeptide, est 
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éliminée par passage sur la résine, alors  que le fragment situé en aval, qui contient le PTD, 
reste fixé. Ce dernier se retrouve donc avec les formes entières du SHP qui sont éluées de la 
colonne, mais il est majoritairement éliminé par l’étape de gel filtration.  
Cependant, le clivage se poursuit tout le long de la purification, et les formes clivées 
réapparaissent rapidement (Figure 55 (C)). Malgré les différentes étapes de séparation, les 
formes clivées se retrouvent donc en quantité minime dans les préparations finales purifiées 
(Figure 55 (B)).  
 
Toutefois, la forme clivée qui contient la protéine SUMO-1, bien visible sur le gel révélant le 
SHP purifié, ne semble pas affecter les propriétés inhibitrices observées dans l’ensemble des 
expériences réalisées dans le laboratoire ainsi que dans les tests sur la réplication virale 
effectués par l’équipe de Pascal Clayette. Il  serait malgré tout intéressant en terme quantitatif 
de limiter au maximum le clivage de la molécule, afin d’optimiser le rendement de production 
des SHP. La mutation de la cystéine en position 4 dans l’heptapeptide pourrait répondre à 






b)  Stabilité des SHPR dans le milieu extracellulaire 
 
Afin d’évaluer la stabilité des SHPR dans le milieu extracellulaire, nous avons observé le 
comportement au cours de certaines expériences. En particulier, des cellules COS7 ont été 
incubées dans du milieu contenant du sérum et des antibiotiques en présence de 2 μM de 
SHPR190 sauvage pendant 8 heures. Un aliquot du milieu de culture a été prélevé au moment 
de l’ajout du SHPR190 puis à différents temps jusqu’à récupération des cellules.  Les aliquots 
ont ensuite été analysés par immunoempreinte à l’aide de l’anticorps monoclonal dirigé contre 
la protéine SUMO-1 (Figure 56). Nous observons ainsi que le SHPR190 se maintient 
stablement dans le milieu de culture pendant toute la durée de l’incubation (Figure 56, pistes 1 
à 7). De la même manière, nous avons constaté de manière récurrente que les SHPR ne sont 
pas dégradés dans le milieu (non illustré). Ainsi, les SHPR purifiés restent stables dans le 




I.3. Mécanismes de pénétration du SHPR190  
 
I.3.1. Etude de l’internalisation des SHP à travers la membrane cellulaire 
 
Afin de mieux comprendre le mécanisme d’action des SHPR et d’améliorer leurs propriétés, 
nous avons cherché à connaître comment ils traversent les membranes cellulaires pour 
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atteindre leur cible virale. En effet, l’étude des propriétés du domaine de pénétration de Tat 
(PTD) et de l’internalisation des SHPR pourra permettre de comprendre comment ils sont 
véhiculés jusqu’au noyau. Les résultats permettront éventuellement d’optimiser les propriétés 
intrinsèques du SHPR190 pour qu’il pénètre mieux. 
 
Nous avons en particulier voulu savoir si la pénétration du SHPR190 fait intervenir les 
processus d’endocytose ou s’il s’agit d’un phénomène passif de diffusion à travers les 
membranes. En effet, plusieurs auteurs ont montré que l’internalisation de cargos fusionnés au 
domaine de pénétration de Tat fait intervenir des phénomènes d’endocytose (Richard et al., 
2003). En particulier, des travaux plus récents plébiscitent la participation d’une forme 
particulière d’endocytose, la macropinocytose (Wadia et al., 2004 ; Nakase et al., 2004). Ce 
processus consiste en une réorganisation du réseau d’actine pour permettre la formation d’une 
vésicule au niveau de la face externe de la membrane plasmique, qui est alors internalisée.   
A l’inverse, d’autres travaux ont indiqué que le domaine basique de Tat pénètre 
majoritairement dans les cellules par diffusion passive à travers la bicouche lipidique (Thorèn 
et al., 2003).  
 
D’après cette littérature, quelques controverses apparaissent quant au processus utilisé par le 
PTD de Tat pour atteindre le milieu intracellulaire. Sa petite taille soutient l’hypothèse d’une 
rentrée passive à travers les membranes, mais n’exclut pas la participation de l’endocytose. 
Par ailleurs, la controverse persiste lorsque le PTD est fusionné à une molécule cargo, dont la 
taille et probablement d’autres attributs affectent certainement les propriétés de transduction.  
 
Nous avons donc étudié le mécanisme de pénétration des SHP dans une lignée lymphoïde 
Jurkat, placée dans un milieu de culture complémenté avec du sérum et des antibiotiques. 
Nous avons incubé ces cellules dans des conditions de température normales c’est-à-dire à 
37°C, ou à 4°C.  
Nous avons également testé l’effet d’inhibiteurs de l’endocytose sur la pénétration des SHP : 
la Roténone et l’amiloride. Ces deux inhibiteurs ont été ajoutés aux cellules mises en culture 
dans un milieu artificiel HBS (Hepes-Buffered Saline) contenant du Glucose et des 
concentrations salines appropriées pour le maintien de la survie des cellules. La roténone est 
un inhibiteur hautement spécifique de la NADH déshydrogénase impliquée dans la chaîne 
respiratoire mitochondriale, ce qui induit l’inactivation du cytochrome c et prive la 
mitochondrie en ATP (Barrientos and Moraes, 1999).  Par ailleurs, le remplacement du 
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glucose en désoxyglucose conduit également à la déplétion en ATP intracellulaire, ce qui 
bloque les phénomènes énergie-dépendants comme l’endocytose. L’amiloride perturbe les 
échanges Na+/H+ dans la cellule, ce qui bloque la macropinocytose, une forme d’endocytose 
particulière indépendante de récepteurs de surface cellulaire (Wadia et al., 2004).  
 
Trente minutes après ces différents traitements, nous avons ajouté le SHPR190 ou le SHPT8 
pendant 2 heures. Après lavages intensifs des cellules, nous avons réalisé des extraits 
cellulaires que nous avons analysés par immunoempreinte à l’aide de l’anticorps dirigé contre 
la protéine SUMO (Figure 57).  
 
De cette manière, nous observons que le SHPT8 s’accumule de manière efficace à l’intérieur 
des cellules placées dans le milieu artificiel, dépourvu de sérum (Figure 57 (A), comparer 
pistes 1 et 2). L’immunoempreinte utilisant l’anticorps monoclonal dirigé contre l’actine 
confirme qu’à quantités égales de cellules, la pénétration est beaucoup plus efficace dans le 
milieu sans sérum. En effet dans ce cas, la quantité de cellules déposées est plus faible, alors 
que le signal correspondant au SHP intracellulaire est plus fort (Figure 57 (B), piste 2). La 
concentration intracellulaire en SHPT8 est donc accrue lorsque le sérum est absent du milieu 
extracellulaire. Ces observations ont déjà été mentionnées dans la littérature (Wadia et al., 
2004), et suggèrent que la présence de sérum sera un facteur d’impact négatif sur l’efficacité 
globale des SHPR. 
La pénétration du SHPT8 n’est également pas affectée par la présence d’un des inhibiteurs de 
l’endocytose utilisés (Roténone ou Amiloride). En effet, le signal correspondant au SHPT8 
accumulé dans les cellules est équivalent lorsque l’incubation a été effectuée dans le milieu 
HBS normal ou supplémenté avec un inhibiteur (Figure 57 (A), comparer piste 3 avec 4 et 5). 
Le signal légèrement diminué dans le cas avec l’amiloride provient probablement de la 
toxicité de cette molécule, qui a pu provoquer la mort de nombreuses cellules pendant 
l’expérience et limite ainsi le pourcentage de cellules effectivement transduites par le SHP 
(Figure 57 (A), piste 5).   
 
De la même manière, nous observons que le SHPR190 pénètre de manière équivalente dans 
les cellules incubées à basse température ou en présence d’inhibiteurs de l’endocytose (Figure 
57(B)). En effet, à quantités égales d’extraits cellulaires, comme l’indique 
l’immunoempreinte effectuée à l’aide de l’anticorps monoclonal dirigé contre l’actine (Figure 
57 (B), panneau du bas), la concentration intracellulaire du SHPR190 ne dépend pas de la 
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température (Figure 57 (B), panneau du haut, comparer pistes 1 et 2). Par ailleurs, nous 
constatons que l’internalisation est plus efficace dans le milieu artificiel, ne contenant pas de 
sérum, que dans le milieu de culture classiquement utilisé  (Figure 57 (B), comparer pistes 1 
et 3).    
 
De la même manière, nous observons que les signaux correspondant au SHPR190 sont 
équivalents dans les cellules incubées en l’absence ou en présence de Roténone (Figure 57 
(B), comparer pistes 3 et 4). 
L’ensemble de ces observations indique que les SHP partagent un mode de pénétration 
commun, qui n’implique pas des phénomènes actifs comme l’endocytose, mais plutôt une 





Afin d’étudier la distribution intracellulaire du SHPR190, nous avons observé des 
lymphocytes prélevés d’échantillons sanguins humains et activés, puis incubés à 37°C avec le 
SHPR190 fusionné à l’Alexa488 (Figure 58 (A)). Les cellules, placées dans le milieu HBS 
pour les maintenir vivantes le long de l’expérience, révèlent une fluorescence assez 
hétérogène. En effet, nous observons globalement une forte accumulation des SHPR dans le 
noyau des cellules (Figure 58 (A), images de gauche), mais les peptides sont également 
détectés sous forme de points dans le cytoplasme (Figure 58 (A), images de droite). Il est 
également possible de visualiser le peptide à la fois dans le noyau et le cytoplasme (Figure 58 
(A), images au centre).  L’intensité du marquage dans le noyau étant relativement forte, il 
semble donc que le SHPR190 se dirige à partir du milieu extracellulaire jusqu’au noyau, où il 
s’accumule.   
 
Afin de confirmer ces observations et de déterminer l’impact d’une baisse de température sur 
la répartition intracellulaire du SHPR190, nous avons réalisé un fractionnement sur des 
cellules mises en contact avec le SHPR190 dans le milieu HBS, à 37°C ou à 4°C. Nous avons 
ainsi séparé la phase nucléaire de la phase cytoplasmique, et différencié la fraction 
correspondant aux membranes cellulaires. L’immunoempreinte révélée par l’anticorps dirigé 
contre SUMO montre une forte accumulation du SHPR190 dans la fraction nucléaire lorsque 
les cellules ont été placées dans les conditions normales de culture (Figure 58 (B), piste 2). A 
4°C , la distribution intracellulaire du SHPR190 est différente, et le peptide s’accumule dans 
la fraction cytoplasmique ainsi que dans les membranes plasmiques, au détriment de la 
fraction nucléaire (Figure 58 (B), comparer les pistes 1 et 2 avec les pistes 4 et 5). 
L’immunoempreinte réalisée à l’aide de l’anticorps dirigé contre la Ribonucléotide réductase 
valide la qualité de fractionnement entre noyau et cytoplasme (Figure 58 (B), panneau du 
bas). 
 
Ces observations montrent que le peptide SHPR190 est capable de rentrer dans les cellules de 
manière indépendante de la température, et qu’il atteint efficacement le compartiment 
nucléaire lorsque les cellules sont placées à 37°C. Par contre, à 4°C, il ne semble pas être 
importé au noyau de manière efficace, supposant alors que les phénomènes d’import nucléaire 







I.3.2. Analyse comparative de différents domaines de pénétration(PTD)  
 
a) Choix des séquences de pénétration  
 
Afin de déterminer comment le domaine basique de Tat contribue au passage des protéines à 
travers la membrane, nous avons cherché à déterminer si d’autres séquences, proches du PTD 
de Tat, peuvent permettre une rentrée plus efficace dans les cellules par une affinité plus forte 
pour les membranes cellulaires.  
 
En effet, il a été montré que le pouvoir pénétrant du PTD de Tat lui est conféré d’une part par 
sa charge globalement positive, et d’autre part par sa conformation hélicoïdale (Schwarze et 
al., 2000). Selon cette hypothèse, des études ont indiqué qu’un peptide possédant des résidus 
alanine pour renforcer sa structure hélicoïdale pénètre mieux dans les cellules (Ho et al., 
2001). Par ailleurs, des peptides de synthèse riches en arginine sont capables de rentrer 
efficacement dans les cellules, et en particulier des motifs de 8 à 10 arginines (Futaki et al., 
2001 ; Fuchs and Raines, 2003 ; Thorèn et al., 2003).  
 
Cependant, selon certains auteurs, la charge positive des séquences PTD ne serait pas le seul 
attribut pour la pénétration dans les cellules, puisqu’ils ont montré qu’une séquence riche en 
résidus lysine est incapable d’atteindre efficacement le cytoplasme (Futaki et al., 2001 ; 
Thorèn et al., 2003).  A l’inverse, des rapports montrent qu’un tel motif est efficace, voire 
plus actif que le PTD de Tat, pour transporter des grosses molécules comme la β-
galactosidase (Mai et al., 2002) , ou lorsque la protéine fusion est dénaturée (Park et al., 
2002). 
 
D’après cette littérature, nous avons fusionné différentes séquences de 9 résidus à la protéine 
fluorescente GFP, et nous avons évalué leur affinité pour les membranes cellulaires. Nous 
avons également introduit l’ubiquitine ou la protéine SUMO-1, afin d’assurer la stabilité des 
protéines recombinantes dans les milieux extra- et intracellulaire. Par ailleurs, les deux 
glycines carboxy-terminales de l’ubiquitine et de SUMO-1 ont été conservées, dans l’objectif 
d’assurer un clivage de la molécule par les hydrolases cellulaires, pour libérer la GFP dans le 
milieu intracellulaire. Un tel clivage permettra de prouver la réelle pénétration de ces 
protéines dans la cellule. 
 179
Enfin, les protéines possèdent l’épitope Flag à leur extrémité amino-terminale, qui a été utilisé 
pour leur purification par chromatographie d’affinité (Figure 59 (A)).  
En particulier, nous avons créé plusieurs séquences polyarginine de 9 (PTD5), 7 (PTD7) ou 
11 (PTD8) résidus, une séquence polylysine (PTD9) et une séquence riche en alanine (PTD2). 
Deux séquences (PTD3 et PTD4) ont été adaptées de l’hélice alpha de l’ubiquitine et 
modifiées afin de renforcer leur caractère basique, à l’image du PTD, qui se rapproche de la 





b) Les domaines de pénétration adhèrent par affinité aux surfaces cellulaires 
 
Ces différentes protéines ont été incubées avec des lymphocytes issus de sang humain, dans 
un milieu contenant du sérum et des antibiotiques. Après élimination de la protéine dans le 
milieu par lavages, les cellules ont été placées de nouveau dans le milieu pendant quelques 
heures, puis elles ont été lysées dans un tampon contenant une forte concentration en 
détergents, et en particulier du SDS (Sodium Dodecyl Sulfate), mais ne permettant pas 
l’élimination des membranes cellulaires. Des quantités équivalentes d’extraits ont été 
analysées par immunoempreinte à l’aide d’un anticorps monoclonal dirigé contre la protéine 
GFP. 
 
Nous avons tout d’abord constaté que l’activation des lymphocytes préalable à leur mise en 
contact avec les protéines renforce l’affinité de ces dernières pour les surfaces cellulaires 
(Figure60 (A)). En effet, l’intensité du signal correspondant à la protéine présente avec les 
cellules est plus forte lorsque les cellules ont été activées avec la PHA et l’IL-2 (Figure 60(A), 
comparer panneaux du haut et du bas). Nous avons donc réitéré les expériences dans des 
lymphocytes activés, afin  de mieux appréhender l’efficacité de chaque protéine. 
 
Une première série d’expériences a été conduite sur les différentes formes contenant 
l’ubiquitine, afin d’étudier leur affinité pour les membranes cellulaires et de déterminer si la 
libération attendue de la GFP dans le milieu intracellulaire a bien lieu. Nous constatons 
qu’une petite partie des protéines est détectée avec les fractions cellulaires (C), tandis que la 
majorité reste dans le milieu extracellulaire (M) (Figure 60(B)). La présence des protéines 
dans les extraits cellulaires totaux est associée au domaine de pénétration, puisque la forme 
sans PTD n’est pas détectée dans ces fractions (Figure 60 (B), piste 3).  
 
Par ailleurs, nous observons que le clivage pour libérer la GFP a déjà lieu dans le milieu 
extracellulaire (Figure 60 (B), pistes 1, 4, 7 et 10). A l’inverse, aucune forme libre de la GFP 
n’est détectée dans les fractions cellulaires, indiquant que les protéines fusions ne sont pas 
véritablement internalisées (Figure 60 (B), pistes 6, 9 et 12).   
Ces premières observations montrent que la présence d’un PTD contribue à l’adhérence des 






c) Comparaison de l’affinité des différents PTD pour les membranes cellulaires  
 
Selon le même protocole que précédemment, nous avons étudié l’affinité des différentes 
protéines de fusion pour les membranes cellulaires. 
  
Les expériences avec les protéines PTD-Ubiquitine-GFP indiquent que le PTD1, 
correspondant à la séquence basique de Tat, a la plus forte affinité pour les surfaces cellulaires 
(Figure 61 (A), piste 1 ; et aussi cf. Figure 60 (B), piste 6).  Les domaines PTD 2, 3, 4, 8 et 9 
n’adhèrent pas ou peu (Figure 61 (A), pistes 5, 6 et 7, et non illustré), alors que les PTD 5, 6 
et 7 ont une affinité proche de celle du domaine basique de Tat (Figure 61 (A), pistes 2, 3 et 
4).   
 
Les expériences utilisant les fusions PTD-SUMO-GFP indiquent également que le PTD de 
Tat possède l’affinité pour les membranes la plus élevée (Figure 60 (B), piste 1). Par ailleurs, 
les PTD 5 et 9 semblent également adhérer efficacement aux surfaces cellulaires (Figure 60 
(B), pistes 2 et 7).  
 
Les expériences conduites avec les fusions PTD-GFP indiquent des résultats similaires que 
précédemment (Figure 61 (C)).  
 
Pour chacune de ces expériences, nous avons réalisé une immunoempreinte à l’aide d’un 
anticorps monoclonal dirigé contre l’actine, afin de vérifier l’homogénéité des dépôts 
cellulaires analysés (Figure 61 (A), (B) et (C), panneaux du bas). Le signal homogène révélé 
confirme que les variations d’intensité des signaux correspondant aux protéines sont bien dues 
à des différences d’affinité des PTD pour les surfaces cellulaires.  
 
Ainsi, des séquences de 7 ou 9 arginines ont relativement une bonne affinité pour les 
membranes cellulaires, mais l’ajout de 2 arginines supplémentaires semble abolir cette 
propriété. L’augmentation de la longueur de la chaîne polyarginine, pour accroître son 
caractère basique, ne semble donc pas permettre de renforcer l’affinité du PTD pour les 
membranes.  
Par contre, le PTD6, riche en résidus basiques, adhère globalement bien aux surfaces 
cellulaires.  
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De la même manière, le renforcement de la structure hélicoïdale n’améliore pas l’affinité du 
PTD pour les cellules (PTD2), tout comme l’utilisation des séquences PTD3 et PTD4 
adaptées de l’hélice alpha de l’ubiquitine.  
Par contre, le motif polylysine, qui conserve une charge positive à l’image des arginines, 




d) Les protéines fusion adhèrent aux surfaces cellulaires mais ne pénètrent pas 
dans le cytoplasme  
 
Malgré les différences d’efficacité de pénétration observées de manière récurrente, plusieurs 
évidences indiquent qu’aucune protéine n’est effectivement présente à l’intérieur des cellules.  
En effet, nous avons vu que le clivage par des hydrolases cellulaires, prévu pour libérer la 
protéine GFP à l’intérieur des cellules, n’a pas lieu (cf. Figure 60 (B)). 
 
Par ailleurs, nous avons réalisé des extraits de cellules, après mise en contact avec les 
protéines et lavages, à l’aide d’un tampon permettant d’extraire la fraction intracellulaire en 
excluant les membranes plasmiques. Les observations indiquent une pénétration minime des 
protéines à l’intérieur des cellules, alors que ces dernières sont bien visibles dans des extraits 
cellulaires totaux (Figure 62(A), comparer pistes 1, 2 avec 3, 4 et pistes 5, 6 avec 7, 8).   
 
Nous avons également observé des cellules vivantes préalablement incubées avec les trois 
protéines possédant le domaine basique de Tat (PTD1) par microscopie. Les images révèlent 
des amas de cellules mortes auxquels sont associées des protéines, qui n’ont pas pu être 
éliminées correctement lors des étapes de lavage (Figure 62(B)). Les protéines semblent donc 
pouvoir s’accrocher aux surfaces cellulaires, mais elles ne pénètrent pas réellement à 
l’intérieur des cellules et seront décrochées des cellules lors des lavages effectués avant la 
microscopie.   
 
La protéine sans PTD n’est pas détectée sur les cellules, ce qui indique que le PTD est bien 
responsable de l’adhérence sur les surfaces cellulaires. Plusieurs auteurs ont proposé que 
l’interaction entre les composants chargés négativement de la membrane plasmique et les 
motifs de pénétration est l’étape primaire intervenant dans le phénomène de transduction 
(Vivès, 2003 ; Lundberg et al., 2003). Selon un tel scénario, les protéines fusion sont 
effectivement capables de s’associer avec les membranes cellulaires grâce au domaine PTD. 
Cependant, ce dernier ne permet pas aux protéines d’atteindre le milieu intracellulaire.  
 
Ainsi, les données récurrentes observées par immunoempreintes sont uniquement le résultat 
d’une affinité plus ou moins forte des séquences PTD pour les membranes cellulaires. 
Toutefois elles  permettent d’appréhender les caractéristiques des domaines de transduction 
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qui sont importantes pour promouvoir la rentrée dans les cellules, par une affinité plus forte 




II. Régulation de la fonction Rev par 
l’ubiquitine et SUMO 
 
 
Les modifications post-traductionnelles affectent de manière importante l’activité et le 
devenir de nombreuses protéines cellulaires et virales. Parmi ces modifications, 
l’ubiquitylation et la sumoylation deviennent d’un intérêt grandissant, puisque leurs rôles sur 
les substrats modifiés sont multiples et peuvent affecter les grandes voies cellulaires.  
Dans le cas du HIV-1, plusieurs protéines virales utilisent les systèmes ubiquitine et SUMO 
pour leur propre activité, afin d’optimiser la réplication virale et de contrôler les réponses 
immunitaires. En particulier, il a été montré que la polyubiquitylation de Tat par Hdm2 ne 
déstabilise pas la protéine mais stimule son activité transcriptionnelle (Bres et al., 2003). 
L’effet de telles modifications sur Rev, cette autre protéine régulatrice essentielle  au cycle 
viral, n’a à l’heure actuelle jamais été étudié. Par ailleurs, les résultats obtenus quant au 
mécanisme d’action du SHPR190 dans l’inhibition de la fonction Rev corroborent l’idée 
d’une relation entre Rev et l’ubiquitine. C’est pourquoi nous avons regardé si Rev est 
modifiée par l’ubiquitine ou par SUMO-1 et comment ces modifications peuvent affecter 
l’activité de la protéine virale.  
 
 
II.1. Rev et l’ubiquitine 
 
II.1.1. Rev est modifiée par l’ubiquitine 
 
a) Rev est régulée par l’ubiquitine dans les cellules transfectées 
 
L’ubiquitylation d’une protéine résulte en une liaison covalente entre la lysine de la protéine 
et le résidu glycine carboxy-terminal de l’ubiquitine, puis entre des monomères d’ubiquitine 
pour former une chaîne fixée sur le substrat. Le poids moléculaire de ce dernier est donc 
modifié en fonction du nombre de monomères fixés. Ces variations de poids moléculaire sont 
aisément révélées après migration et immunoempreinte réalisée avec un anticorps dirigé 
contre l’ubiquitine ou toute autre partie du substrat, et on observe des échelles ou trainées 
correspondant aux différentes formes conjuguées de la protéine.  
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Selon ce principe, nous avons transfecté des cellules adhérentes COS7 avec un vecteur 
d’expression de Rev fusionnée à l’étiquette « 6 Histidine » et avec des quantités croissantes 
de vecteur permettant l’expression de l’ubiquitine possédant l’épitope HA à son extrémité 
amino-terminale. Nous avons réalisé des extraits cellulaires dans un tampon contenant des 
détergents et des inhibiteurs de protéases, afin de limiter la dégradation des protéines. Par 
immunoempreinte d’aliquots de ces extraits avec un anticorps monoclonal dirigé contre 
l’épitope HA, nous observons une trainée correspondant aux protéines polyubiquitylées, qui 
s’intensifie au fur et à mesure de l’augmentation de la concentration en ubiquitine (Figure 63, 
panneau du bas). L’immunoempreinte utilisant un anticorps monoclonal dirigé contre la 
protéine Rev indique que la concentration intracellulaire de Rev augmente en parallèle de la 
quantité d’ubiquitine  (Figure 63, panneau du haut). A forte concentration d’ubiquitine, cet 
effet sur Rev semble atténué (Figure  63, en haut, piste 5). Ces différences de profils ne sont 
pas dues à des variations dans la quantité d’extraits cellulaires déposés pour 
l’immunoempreinte, puisque le signal révélé par un anticorps dirigé contre l’actine est 
homogène (Figure 63, panneau du milieu).  
 
Ces observations suggèrent que la présence d’ubiquitine dans la cellule a un effet plutôt 
stabilisateur sur Rev, à l’origine de l’augmentation apparente de la forme non modifiée de la 
protéine. Les formes modifiées ne sont pas visibles par l’immunoempreinte utilisant 
l’anticorps dirigé contre Rev (non illustré). Ceci est probablement dû au fait que l’hydrolyse 
des chaînes d’ubiquitine est très active et difficilement contrôlable lors de la préparation des 






b)  Des chaînes d’ubiquitine se fixent sur Rev 
 
Nous avons ensuite regardé si les observations précédentes correspondent à une fixation 
directe de l’ubiquitine sur Rev. Nous avons réalisé des extraits de cellules adhérentes 293T 
contenant  l’ubiquitine étiquetée par l’épitope HA et la protéine Rev étiquetée par le motif 
Flag, avec un tampon contenant de l’iodoacétamide, un inhibiteur puissant des hydrolases, et 
des inhibiteurs de protéases, afin de limiter au maximum la déubiquitylation. A partir de ces 
extraits, nous avons réalisé une immunoprécipitation en utilisant un anticorps dirigé contre le 
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motif Flag, afin d’enrichir les extraits en protéines Rev. Ceux-ci ont été analysés par 
immunoempreinte à l’aide d’un anticorps monoclonal dirigé contre le motif HA (Figure 64 
(A), panneau du haut) ou contre Flag (Figure 64 (A), panneau du bas). Nous observons ainsi 
l’apparition d’une trainée correspondant très probablement aux formes polyubiquitylées de 
Rev lorsque l’ubiquitine est présente (Figure 64 (A), en haut, pistes 2 à 4).  
 
Cependant, les lysats cellulaires bruts contiennent également des protéines pouvant interagir 
avec la protéine Rev, et qui peuvent elles-mêmes être ubiquitylées. Ces protéines pourraient 
être à l’origine du profil de migration observé dans les hauts poids moléculaires, et biaiser 
l’interprétation des résultats. Par ailleurs, l’immunoempreinte utilisant un anticorps 
monoclonal dirigé contre Flag détecte la forme non conjuguée de Rev, dont la concentration 
augmente sensiblement en présence d’ubiquitine (Figure 64 (A), en bas, comparer pistes 1 et 
2), mais elle ne permet pas de détecter les formes de plus hauts poids moléculaires de Rev 
(non illustré). La technique d’immunoprécipitation est peut-être trop peu sensible pour 
visualiser clairement les formes polyubiquitylées  de la protéine. Cette absence de détection 
peut également s’expliquer par la présence d’un seul épitope Flag contre plusieurs épitopes 
HA sur la protéine Flag-Rev polyubiquitylée. Ainsi, il semble plus aisé de détecter la chaîne 
de polyubiquitine plutôt que la protéine Rev, en utilisant l’anticorps dirigé contre le motif HA 
qui reconnaîtra plusieurs épitopes.   
 
Dans ces expériences, nous avons étudié l’effet d’un inhibiteur du protéasome, le MG132, sur 
la quantité intracellulaire de Rev en présence d’ubiquitine. Cet inhibiteur entraîne l’arrêt du 
processus de dégradation des protéines polyubiquitylées, qui s’accumulent alors dans la 
cellule. De manière surprenante, il n’en est pas le cas pour les formes polyubiquitylées de 
Rev, dont le niveau global n’est pas ou peu  affecté par un traitement au MG132 (Figure 64 
(A), en haut, comparer les pistes 2  et 4). Dans ces conditions, la quantité des formes non 
modifiées de Rev n’est pas augmentée. Ainsi, le MG132 ne stabilise ni la forme non-
conjuguée ni les formes modifiées de Rev. Celle-ci, bien que polyubiquitylée, n’est donc 
probablement pas envoyée vers la dégradation par le protéasome, mais cette modification 








Nous avons utilisé une autre approche afin de confirmer si les produits de haut poids 
moléculaires détectés en purifiant la protéine Rev en présence d’ubiquitine correspondent bien 
à des formes polyubiquitylées de Rev. Celle-ci fait appel à une purification de la protéine Rev 
fusionnée à l’étiquette « six histidines », sur une résine de Nickel et dans des conditions 
hautement dénaturantes. Ces conditions extrêmement stringentes (guanidine et urée) 
permettent de s’affranchir de la présence de produits pouvant être ubiquitylés et interagissant 
avec Rev, pour ne conserver que les modifications covalentes de la protéine virale. Ces 
conditions  empêchent également l’action des protéases et des déubiquitylases cellulaires, et 
permettent de conserver les formes polyubiquitylées souvent très fragilisées par les 
manipulations expérimentales. 
 
Les immunoempreintes d’extraits purifiés ont été réalisées à l’aide d’un anticorps monoclonal 
dirigé contre la protéine Rev, pour détecter les formes non conjuguées de la protéine. Les 
produits de haut poids moléculaires, correspondant aux formes polyubiquitylées de Rev, ont 
été détectés à l’aide d’un anticorps monoclonal dirigé contre l’épitope HA. Ainsi, dans des 
cellules 293T transfectées avec les plasmides exprimant Rev et l’ubiquitine, nous observons 
une trainée correspondant à des produits de haut poids moléculaires (Figure 64 (B), panneau 
de gauche), dont une partie est également détectée après purification des protéines Rev sur 
résine de Nickel (Figure 64 (B), panneau de droite). Ces observations confirment que Rev est 
modifiée par modification covalente avec l’ubiquitine dans des cellules transfectées. Par 
ailleurs, les profils de migration sont détectés uniquement dans les hauts poids moléculaires, 
et nous n’observons pas de signal correspondant à des formes mono ou di-ubiquitylées de Rev 
(Figure 64 (B), panneau de droite). Celle-ci semble donc être modifiée par l’ajout d’une 
longue chaîne de polyubiquitine.  
 
 
II.1.2. Cartographie de la Lysine de Rev permettant la liaison de l’ubiquitine 
 
a) Mutation des lysines de Rev  
 
L’ubiquitine se lie de manière covalente sur un résidu lysine (K) de la protéine à modifier. La 
séquence Rev utilisée dans l’ensemble des expériences (souche HIV-LAI) contient trois 
lysines sur les positions 14, 20 et 115. Afin de caractériser de manière fine le ou les résidus 
ciblés par l’ubiquitine, nous avons réalisé un ensemble de mutants comprenant une ou 
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plusieurs substitutions lysine en arginine, parmi toutes les combinaisons possibles entre les 
trois résidus lysines de Rev. Ces mutants, comme la protéine Rev sauvage, ont été fusionnés à 
leur extrémité amino-terminale avec le motif de « six histidines » pour permettre leur 




b) La lysine 115 de Rev est le site de branchement de l’ubiquitine 
 
Chaque mutant de Rev a été exprimé en présence d’ubiquitine (HA-Ubiquitine), afin d’étudier 
leur profil d’ubiquitylation. Les extraits cellulaires ont été réalisés dans des conditions 
hautement dénaturantes, puis les formes de Rev ont été purifiées sur une résine de Nickel dans 
des conditions similaires. Ces conditions permettent de s’affranchir de la récupération 
d’autres protéines ubiquitylées que Rev, qui seule est retenue sur la résine. Les formes 
polyubiquitylées de Rev ont été analysées par immunoempreinte à l’aide de l’anticorps dirigé 
contre le motif HA (Figure 65 (B), panneau du haut). Les formes non modifiées de Rev ont 
été révélées par immunoempreinte utilisant l’anticorps monoclonal dirigé contre Rev, afin de 
vérifier l’homogénéité de production et de purification de Rev entre les différents cas  (Figure 
65 (B), panneau du bas). L’analyse des fractions éluées de la résine montre une trainée 
correspondant aux formes polyubiquitylées de Rev lorsque l’ubiquitine est présente (Figure 
65 (B), pistes 1 et 2). La mutation individuelle des lysines 14 ou 20  n’affecte pas l’intensité 
du signal, et les deux mutants présentent le même profil de migration que la protéine Rev 
sauvage (Figure 65 (B), comparer pistes 2, 3 et 4). A l’inverse, la mutation de la lysine 115 
réduit de manière considérable l’intensité du signal, ce qui indique que ce mutant de Rev n’est 
pas ou très peu modifié par l’ubiquitine (Figure 65 (B), piste 5).  La double mutation des 
lysines 14 et 20 n’a pas d’impact sur le profil d’ubiquitylation (Figure 65 (B), piste 6), alors 
que la mutation de la lysine 115, combinée avec celle de la lysine 14  ou 20  ou des deux, 
réduit de nouveau l’apparition de formes modifiées de Rev (Figure 65 (B), pistes 7 à 9). Ces 
observations confirment que Rev est effectivement polyubiquitylée, et établissent que la 
lysine 115 est le site de fixation de l’ubiquitine.  
 
 
II.1.3. Cartographie des lysines de l’ubiquitine impliquées dans sa fixation sur Rev 
 
L’ubiquitine contient 7 résidus lysine en positions 7, 11, 27, 29, 33, 48 et 63, tous 
potentiellement capables d’effectuer une liaison covalente avec un substrat. Par ailleurs, la 
nature du branchement entre les monomères d’ubiquitine détermine le devenir du substrat 
modifié dans la cellule. Ainsi, connaître la nature du branchement des chaînes d’ubiquitine 
sur Rev permettra d’appréhender leur rôle sur l’activité de la protéine virale. Afin de définir le 
ou les résidus de l’ubiquitine impliqués dans sa fixation sur Rev, des mutants de l’ubiquitine 
sur chacune des 7 lysines ont été créés.  
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Chaque mutant possède une unique lysine fonctionnelle, les autres étant substituées par un 
résidu arginine, et est fusionné l’étiquette HA (Figure 66 (A)).  Le mutant HAUb-K0, dans 




Nous avons purifié des extraits de cellules 293T exprimant la protéine Rev sauvage étiquetée 
avec le motif « six Histidine » et les différents variants de l’ubiquitine, sur résine de Nickel en 
conditions hautement dénaturantes. Les formes polyubiquitylées de Rev ont été analysées par 
immunoempreinte à l’aide de l’anticorps dirigé contre le motif HA (Figure 66 (B), panneau 
du haut), et les produits non conjugués ont été révélés par immunoempreinte utilisant 
l’anticorps monoclonal dirigé contre Rev (Figure 66 (B), panneau du bas). En présence du 
mutant HAUb-K0 aucun signal correspondant à des formes de Rev de haut poids moléculaire 
n’est détecté (Figure 66 (B), en haut, piste 9). Ceci vérifie que le signal détecté est bien 
spécifique des formes ubiquitylées de Rev, et permet de comparer les profils de migration 
obtenus avec les autres mutants.  
 
Ainsi, le mutant HAUb-K33, dont seule la lysine 33 est fonctionnelle, semble modifier Rev 
efficacement, puisque la trainée correspondant aux formes polyubiquitylées de Rev est d’une 
très forte intensité (Figure 66 (B), piste 6). Une trainée est également bien visible avec le 
mutant HAUb-K27, mais les formes de très haut poids moléculaire ne sont pas détectées 
(Figure 66 (B), piste 4). Le mutant HAUb-K63 semble également capable de polyubiquityler 
Rev, mais de manière beaucoup moins efficace que HAUb-K33, d’autant plus que la quantité 
de Rev non conjuguée retenue sur la résine est plus forte dans ce cas (Figure 66 (B), piste 8, 
panneaux du haut et du bas). De manière intéressante, le profil de migration avec le mutant 
HAUb-K48 se rapproche de celui obtenu avec le mutant non fonctionnel HAUb-K0, ce qui 
indique que l’ubiquitylation de Rev ne s’effectue pas via la lysine 48 de l’ubiquitine (Figure 
66 (B), piste 7). D’une manière similaire, les autres mutants HAUb-K6, HAUb-K11 et 
HAUb-K29 ne semblent pas capables de se fixer sur Rev : le branchement de l’ubiquitine sur 
Rev n’implique pas l’une de ces trois lysines (Figure 66 (B), pistes 2, 3 et 5).  
 
Ces observations indiquent que le branchement de l’ubiquitine sur Rev s’effectue 
principalement via la lysine 33, et d’une manière plus discrète via les lysines 27 et 63.  
 
 
II.1.4. L’ubiquitylation de Rev n’affecte pas sa localisation intracellulaire mais 
module son activité 
 
Afin de déterminer le rôle de la polyubiquitylation sur l’activité de Rev, nous avons analysé la 
concentration intracellulaire de la protéine Rev sauvage  et des différents mutants, dans un 
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contexte cellulaire normal (sans ubiquitine exogène). Les extraits cellulaires ont été réalisés 
dans un tampon contenant des inhibiteurs de protéases et révélés par immunoempreinte à 
l’aide d’un anticorps dirigé contre Rev. L’immunoempreinte réalisée par un anticorps dirigé 
contre l’actine montre une légère hétérogénéité des différents dépôts, prise en compte pour 
l’interprétation des résultats (Figure 67 (A), panneau du bas). Nous observons ainsi que la 
mutation de la lysine 115, seule ou en combinaison avec la substitution des autres lysines, 
réduit de manière considérable la concentration intracellulaire de Rev (Figure 67(A), en haut, 
comparer les pistes 1, 2, 3 et 5 avec les pistes 4, 6, 7 et 8). Ces résultats sont en accord avec 
les précédents, qui montrent une augmentation de la quantité de Rev lorsque sa 
polyubiquitylation est stimulée par la surexpression de l’ubiquitine dans les cellules (cf. 
Figure 63 et 64 (A)). Ainsi, la mutation de la lysine 115, en bloquant une polyubiquitylation 
efficace, réduit l’abondance intracellulaire de Rev.  
 
Ayant établi cette première conclusion, nous nous sommes demandé si la mutation de la 
lysine 115 de Rev pouvait affecter sa localisation dans la cellule. Nous avons donc séparé les 
différents compartiments cellulaires par un fractionnement à partir d’extraits de cellules 
surexprimant la protéine His6-Rev sauvage ou mutée sur la lysine 115. L’analyse par 
immunoempreinte d’un aliquot de chacune des fractions recueillies à l’aide de l’anticorps 
dirigé contre Rev montre la répartition intracellulaire de la protéine (Figure 67 (B), panneau 
du haut). En accord avec les résultats obtenus à partir d’extraits cellulaires totaux, nous 
observons  une diminution de la quantité du mutant RevK115R dans chacune des trois 
fractions cellulaires collectées (Figure 67 (B), pistes 4, 5 et 6). Par ailleurs, il apparaît que la 
concentration en protéines RevK115R est particulièrement réduite dans la fraction 
cytoplasmique (Figure 67 (B), comparer les pistes 1 et 4). L’immunoempreinte à l’aide d’un 
anticorps polyclonal dirigé contre la Ribonucléotide Réductase (RRM2) permet de contrôler la 





Ces observations suggèrent que le mutant RevK115R est déstabilisé dans le cytoplasme ou 
qu’il est importé au noyau de manière plus efficace que la protéine Rev sauvage. 
Nous avons ensuite regardé si la mutation de la lysine 115 pouvait affecter l’activité de la 
protéine Rev dans la cellule. Cette question a été examinée avec le plasmide rapporteur 
pDM128, dans des conditions où l’activité de Rev varie de manière linéaire en fonction de sa 
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concentration intracellulaire (Figure 68 (A)). Les données indiquées dans la Figure 68 (B) 
sont le résultat de trois expériences indépendantes et identiques, ce qui permet d’apporter des 
réponses significatives quant à l’effet d’une mutation de séquence sur la fonction Rev. Le 
graphe représente ainsi la moyenne des trois valeurs obtenues, et les barres d’erreur indiquent 
la déviation standard. Compte tenu de ces éléments, nous pouvons conclure que la mutation 
simultanée des lysines 14 et 20 de Rev n’affecte pas de manière significative l’activité de la 
protéine virale (Figure 68 (B), rectangle du milieu). Au contraire, l’expression du mutant 
RevK115R se traduit par une augmentation évidente de la production de l’enzyme CAT 
(Figure 68 (B), rectangle de droite), alors que celui-ci est moins abondant dans les cellules 
que la protéine Rev sauvage (Figure 68 (C), pistes de droite). Ainsi, d’une manière 
surprenante, l’absence d’ubiquitylation de Rev provoque sa déstabilisation dans la cellule 
mais ne réduit pas son activité. Ces observations suggèrent que l’ubiquitylation de la lysine 
115 de Rev ne régule pas de manière directe son activité d’export, mais stabilise la protéine 






II.2. Rev et SUMO-1 
 
La sumoylation est une autre modification post-traductionnelle qui, à l’image de 
l’ubiquitylation, module de manière réversible l’activité ou la localisation de nombreuses 
protéines cellulaires et virales.  Par ailleurs, plusieurs cas de compétition entre l’ubiquitylation 
et la sumoylation pour un même substrat sont répertoriés. Nous avons donc étudié la relation 
entre Rev et SUMO-1, afin de déterminer si cette protéine régule l’activité de Rev, en 
parallèle ou en compétition avec l’ubiquitine.  
 
II.2.1. Rev n’est pas régulée par SUMO-1 
 
Afin de déterminer si la présence de SUMO-1 dans la cellule peut moduler l’activité de Rev, 
nous avons co-transfecté des cellules 293T avec le vecteur d’expression de Rev étiquetée du 
motif « 6 Histidine » et avec des concentrations croissantes de plasmide codant pour la 
protéine SUMO-1. Des extraits cellulaires ont été réalisés dans un tampon contenant des 
détergents et des inhibiteurs de protéases, puis des quantités égales ont été analysées par 
immunoempreinte à l’aide d’un anticorps monoclonal dirigé contre Rev (Figure 69 (A)). Le 
signal obtenu est homogène dans tous les cas, ce qui indique que la présence de SUMO-1, 
même en large excès dans les cellules, n’affecte pas l’abondance intracellulaire de Rev.  
 
II.2.2. Rev n’est pas modifiée par SUMO-1 
 
Nous avons ensuite vérifié si SUMO-1 est capable de se fixer sur Rev, par des expériences 
d’immunoprécipitation similaires à celles effectuées avec l’ubiquitine. Des extraits cellulaires  
contenant la protéine Rev étiquetée du motif Flag et la protéine SUMO-1 ont été réalisés dans 
les mêmes conditions (présence d’inhibiteurs puissants de protéases et d’hydrolases), puis les 
protéines Rev ont été purifiées à l’aide d’un anticorps dirigé contre l’épitope Flag (Figure 69 
(B), panneau du bas), ou contre SUMO-1 (Figure 69 (B), panneau du haut). Dans les fractions 
purifiées, nous ne détectons pas de protéine Rev modifiées, et seule la bande correspondant à 
la forme non conjuguée de Rev est présente (Figure 69 (B), en bas, pistes 1, 2 et 3). Même 
après ajout de l’inhibiteur du protéasome MG132, pour maintenir intactes les protéines 
sumoylées, aucun produit modifié de Rev n’est observé (Figure 69 (B), pistes 4 et 5). Rev ne 
semble donc pas être un substrat pour la modification par SUMO-1.  
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Pour confirmer ces résultats, nous avons co-transfecté des cellules 293T avec le plasmide 
codant pour SUMO-1 et un plasmide d’expression de His6-Rev sauvage ou mutée sur les trois 
lysines. Nous avons purifié les extraits sur une résine de Nickel en conditions dénaturantes, 
afin d’éliminer toute contamination éventuelle et d’inhiber efficacement les désumoylases. 
Les fractions ainsi purifiées ont été analysées par immunoempreinte à l’aide d’un anticorps 
monoclonal dirigé contre Rev (Figure 69 (C), panneau du bas) ou d’un anticorps monoclonal 
dirigé contre SUMO-1 (Figure 69 (C), panneau du haut). Dans aucun des cas nous ne 
détectons de bandes spécifiques correspondant à des formes de Rev de poids moléculaire en 
présence de SUMO-1 (Figure 69 (C), pistes 1 et 2). Ainsi, dans ces conditions expérimentales, 






II.3. Conclusions  
 
L’ensemble des observations indique que Rev est un substrat pour l’ubiquitine, mais qu’elle 
n’est pas modifiée par SUMO. Cette dernière n’affecte donc pas la fonction de Rev, et 
n’intervient pas en compétition avec l’ubiquitine pour contrôler la protéine virale.  
Par ailleurs, l’ubiquitylation de Rev s’effectue au niveau de son résidu pénultien, la lysine 
115.  
L’ubiquitine forme très probablement des chaînes de polyubiquitine sur Rev, principalement 
via son résidu lysine en position 33. Il apparaît également que les formes polyubiquitylées 
donnent un profil de migration détecté uniquement dans les très hauts poids moléculaires, 
indiquant la formation de longues chaînes d’ubiquitine sur Rev et l’absence de formes 
conjuguées à un ou quelques monomères d’ubiquitine.  
 
La perte d’ubiquitylation de Rev, par la mutation de la lysine 115 en arginine, entraîne une 
diminution drastique de son abondance dans la cellule, sans toutefois affecter l’activité de la 
protéine virale. Il apparaît ainsi que la polyubiquitylation de Rev a uniquement un rôle 
stabilisateur sur la protéine virale, qui est alors plus abondante dans la cellule, mais 

















































En préambule de cette discussion, il est important d’expliquer notre intérêt pour  la protéine 
virale Rev, et pourquoi il nous semble intéressant d’inhiber sa fonction pour tenter d’enrayer 
la réplication virale.  
 
Comme nous l’avons vu dans la partie « Introduction » de ce manuscrit, le cycle de 
réplication du HIV-1 se déroule en deux phases distinctes, dont la transition dépend 
intimement du niveau de protéines Rev présentes dans la cellule. En effet, au début du cycle 
de réplication, la quantité de Rev est faible, et les  ARNm viraux non ou partiellement épissés 
ne sont pas ou peu exportés au cytoplasme. Dans ce cas, seules les protéines précoces, issues 
des ARNm viraux multi-épissés, sont exprimées, et en particulier Tat et Rev. Cette dernière 
s’accumule alors dans la cellule, jusqu’à une concentration limite qui déclenchera la phase 
tardive du virus en permettant l’export des ARNm non complètement épissés.  
 
Par ailleurs, une relation entre Rev et la faible réplication du HIV-1 dans les astrocytes du 
système nerveux central a été montrée (Fang et al., 2002). En effet, il existe dans ces cellules 
une forme mutée et inactive de Rev, qui semble responsable du défaut de réplication du virus 
et expliquerait la faible infectivité des astrocytes. 
 
Il semble donc envisageable d’empêcher l’expression des protéines tardives du virus en 
maintenant la concentration intracellulaire de Rev en dessous d’un seuil limite, en deçà 
duquel Rev ne peut pas permettre l’achèvement du cycle viral.  
Par ailleurs, en maintenant le virus dans sa phase précoce, les protéines issues des ARNm  
viraux multi-épissés s’accumuleront dans la cellule, et en particulier la protéine Tat. 
L’organisme hôte déclenchera alors des réponses immunitaires contre l’infection virale, 
notamment par la production d’anticorps spécifiquement dirigés contre Tat.  
 
Ainsi, en limitant l’action de Rev, il semble possible à la fois d’empêcher la production de 
particules virales infectieuses et de stimuler les défenses immunitaires de l’organisme hôte.  
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I. Bilan de l’étude des propriétés 
inhibitrices des SHPR  
 
 
I.1. Mécanisme d’action des SHPR  
 
Dans la première partie de ce travail, nous avons mis en évidence le mécanisme d’action 
principal de peptides inhibiteurs dirigés contre Rev préalablement identifiés dans le 
laboratoire. Nous avons en effet montré que ces molécules, bien qu’initialement désignées 
pour interagir avec la séquence NES de Rev, n’empêchent pas la fixation d’un de ses 
partenaires cellulaires, le facteur d’export hCRM1, au niveau de cette séquence. Par ailleurs, 
l’interaction de Rev avec son élément de réponse sur l’ARN, le RRE, n’est aucunement 
affectée par la présence des SHPR dans le noyau, et Rev continue à prendre en charge les 
messagers viraux pour les exporter au cytoplasme. Les observations en microscopie ont 
indiqué que la répartition de la protéine virale à l’intérieur des cellules n’est pas modifiée par 
les SHPR, mais nous avons constaté de manière récurrente que l’abondance de Rev diminue 
dans les cellules exprimant ces molécules. Il apparaît donc que les SHPR inhibiteurs, et en 
particulier le SHPR190, provoquent une déstabilisation de la protéine virale dans les cellules, 
dont la concentration intracellulaire est significativement réduite. Cette baisse de quantité de 
Rev explique la diminution globale d’activité que nous avons observée dans les différents 
tests utilisés.   
 
L’ensemble de ces expériences été réalisé par transfection transitoire, afin d’accroître la 
quantité de protéines Rev et de SHP dans les cellules. En effet, les conditions de transfection 
utilisées permettent d’obtenir un niveau suffisant de chaque protéine, afin de visualiser la 
protéine virale et d’étudier son comportement en présence des inhibiteurs.  
Bien que les SHPR soient actifs à partir du milieu extracellulaire, nous n’avons pas réitéré les 
expériences avec les protéines SHPR recombinantes. Il serait bien évidemment nécessaire 
d’étudier le mécanisme d’action des SHPR en apportant les protéines recombinantes dans le 
milieu de culture.  
En particulier, nous avons montré que l’abondance de Rev est réduite lorsque le SHPR190 est 
fortement exprimé. De telles observations deviennent toutefois quasiment impossibles dans 
des cellules infectées, puisque le niveau de Rev est difficilement détectable.  
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Par ailleurs, l’efficacité de pénétration des SHPR semble insuffisante pour espérer voir un 
effet sur la quantité intracellulaire de Rev, si celle-ci est surexprimée dans les cellules.  
 
 
I.1.1. Dégradation par le protéasome 
 
Nous avons observé que l’inhibition du protéasome par un inhibiteur spécifique permet de 
rétablir partiellement la concentration intracellulaire de Rev en présence du SHPR190. Ce 
peptide recrute donc le système de dégradation protéolytique faisant intervenir le protéasome 
pour déstabiliser la protéine virale.   
 
Par ailleurs, nous avons observé à plusieurs reprises que les SHPR s’accumulent dans le 
noyau des cellules transfectées et qu’ils sont capables d’atteindre efficacement ce 
compartiment à partir du milieu extracellulaire. 
 Le lieu d’action principal des SHPR, si ce n’est exclusif, est donc le compartiment nucléaire, 
et ceux-ci dirigent les protéines Rev vers les complexes protéasome présents dans le noyau 





De plus, les expériences de retard de gel indiquent que la formation des complexes Rev/RRE 
n’est pas affectée par les SHPR en terme qualitatif et que les peptides ne se fixent pas sur ces 
complexes. L’action des SHPR dans le noyau intervient donc très probablement avant que 
Rev ne recrute les messagers viraux.  
 
Le protéasome est un complexe qui reconnaît les substrats polyubiquitylés et provoque leur 
dégradation par clivage de la chaîne d’ubiquitine et du substrat lui-même. Cependant, nous 
n’avons pu mettre en évidence de formes polyubiquitylées de Rev en présence de SHPR190 
par des tests d’immunoprécipitation de la protéine en présence du SHP et d’ubiquitine, et ce 
même en bloquant la voie protéolytique du protéasome. Nous aurions pu réitérer les 
expériences de purifications sur résine de Nickel, qui semblent plus sensibles et plus 
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spécifiques que l’immunoprécipitation, afin d’établir clairement si les SHPR provoquent la 
modification de Rev par l’ubiquitine.  
 
Par ailleurs, nous avons remarqué que le rétablissement de l’abondance de Rev dans les 
cellules n’est que partiel lorsque le protéasome est inactif. Il est donc probable qu’un autre 
système cellulaire intervienne pour déstabiliser la protéine virale.  
 
En effet, une autre grande voie dégradative est l’autophagie, qui aboutit à la dégradation des 
protéines dans les lysosomes. Cette voie est utilisée pour dégrader des complexes protéiques, 
des agrégats ou des oligomères, comme il en est le cas pour les agrégats de protéines 
Huntingtine mutantes (Ravikumar and Rubinsztein, 2006). Stimuler cette voie dégradative 
apparaît d’ailleurs comme une voie thérapeutique attractive pour la maladie de Huntington ou 
des maladies similaires. Il aurait ainsi été intéressant d’étudier la participation des lysosomes 
dans la déstabilisation de Rev par le SHPR190, en utilisant des inhibiteurs chimiques 




I.1.2. Autres mécanismes d’action?  
 
Nous avons montré que l’interaction entre Rev et le facteur d’export hCRM1 n’est pas 
affectée par la présence du SHPR190. Comme nous l’avons décrit dans la partie 
« Introduction » de ce manuscrit, ce facteur n’est pas le seul partenaire cellulaire impliqué 
dans la fonction Rev, et il est possible que la liaison de l’un d’entre eux soit perturbée par le 
SHPR.  
 
On pourrait  également imaginer que le SHPR190 séquestre l’une des protéines participant à 
la fonction de Rev dans le noyau, comme l’hélicase DDX3 qui effectue normalement la 
navette entre noyau et cytoplasme, en parallèle des complexes ribonucléoprotéiques liés à 
Rev.  
 
Par ailleurs, nous avons observé que l’interaction entre Rev et hCRM1 est conservée en 
présence de SHPR190 uniquement dans des expériences réalisées in vitro. Nous n’avons pas 
pu confirmer ces résultats in vivo, et il est possible que dans un contexte cellulaire adapté, 
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cette association soit perturbée par le peptide inhibiteur. Un autre scénario envisageable est 
que les complexes Rev/hCRM1 se forment correctement dans le noyau mais que le SHPR les 
empêche d’être exportés efficacement au cytoplasme. En effet, selon un scénario où plusieurs 
protéines Rev multimérisent et sont reconnues par plusieurs molécules de hCRM1, on peut 
imaginer que le SHPR se fixe sur une ou plusieurs séquences NES de Rev restées libres après 
fixation de hCRM1. Ceci provoquerait un « déficit en NES » bloquant les processus d’export. 
Il est également possible que le SHPR se fixe à proximité des sites NES, et modifie ainsi la 
conformation globale des complexes, empêchant leur reconnaissance par un autre co-facteur 
de l’export.  
 
I.2. Optimisation des propriétés du SHPR190 
 
I.2.1. Bilan des différentes mutations 
 
La seconde partie de ce travail a permis de définir les régions de la séquence du SHPR190 qui 
lui sont essentielles pour son activité contre Rev. 
 
a) Le motif Flag peut être exclu de la séquence du SHPR190 
Nous avons tout d’abord confirmé que l’épitope Flag peut être éliminé de la séquence SHPR 
sans affecter sa capacité de pénétration dans les cellules ni son action antivirale. Ce motif 
n’ayant par ailleurs aucune utilité pratique pour les étapes de purification des protéines, nous 
l’avons rapidement omis de la séquence. 
 
b) La protéine SUMO-1 mutée sur les deux glycines carboxy-terminales soutient 
les propriétés du peptide 
Les molécules de petites tailles comme les SHP sont généralement trop instables dans les 
milieux extra- et intracellulaire. Nous avions donc sélectionné une protéine cellulaire 
d’origine humaine, abondante et ubiquitaire dans les cellules, qui permettrait de stabiliser les 
SHP. Des auteurs ont exploité les propriétés de deux protéines possédant ces caractéristiques, 
l’ubiquitine et  la protéine SUMO-1, pour stabiliser des protéines (Hondred et al., 1999 ; 
Melchior, 2000). Après des premiers tests utilisant l’une ou l’autre en fusion avec les peptides 
inhibiteurs, nous avons choisi la protéine SUMO-1, qui seule permettait d’obtenir une 
efficacité d’inhibition satisfaisante (Roisin et al., 2004). Par ailleurs, les deux glycines 
carboxy-terminales de SUMO-1 ont été mutées, afin d’éviter un éventuel clivage par des 
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hydrolases cellulaires, comme il s’en effectue classiquement lors de la maturation des 
protéines SUMO ou lors de la désumoylation (Melchior, 2000).   
De manière intéressante, nous avons constaté qu’il est impossible d’éliminer la séquence 
SUMO-1 de la molécule SHP sans abolir presque complètement son action antivirale. Il est 
probable  que la protéine SUMO-1 exerce un soutien dans l’activité inhibitrice du SHPR en 
imposant à la molécule une conformation particulière, importante pour la reconnaissance de 
Rev et/ou pour sa stabilité.  
 
De la même manière, nous avons observé que la mutation des deux glycines doit être 
maintenue dans la séquence finale afin de permettre une internalisation correcte des protéines 
à partir du milieu extracellulaire. Il semble donc s’exercer un clivage relativement actif au 
niveau du motif diglycine, éventuellement d’ores et déjà dans le milieu extracellulaire ou 
uniquement  à l’intérieur des cellules, empêchant les formes entières du SHPR d’atteindre leur 
cible virale.  
Un tel clivage aurait du être détecté dans les milieux de culture cellulaire lors des tests 
effectués avec les SHP. En effet, la forme clivée apparaîtrait comme un signal distinct de la 
forme entière, puisque son profil de migration serait modifié à cause de sa différence de taille. 
Nous n’avons pas observé de variation de migration des peptides prélevés dans les 
surnageants de culture, par rapport à celle du peptide issu de la solution protéique initiale (non 
illustré). Par ailleurs, les tests de stabilité du SHPR190 dans le milieu de culture montrent 
également l’absence d’un tel clivage dans les conditions utilisées (cf. Figure 56).  
 
Il semble donc que le clivage du SHPR ait lieu à l’intérieur des cellules. Il est probable que ce 
clivage provoque l’adressage du SHPR vers les voies de dégradation de la cellule, et réduise 
ainsi le pool de peptides qui pourra effectivement être actif contre Rev.   
Il est également possible que les formes clivées ne soient pas dégradées, mais qu’elles ne 
soient plus capables de reconnaître leur cible virale. En effet, nos résultats indiquent que 
l’activité inhibitrice du SHPR190 ne lui est pas uniquement conférée pas sa séquence 
heptapeptidique N°190, mais que certains résidus en amont (domaine GAD) et en aval (PTD) 
apportent leur contribution. Il est alors probable que le clivage dans le PTD endommage les 
propriétés inhibitrices du SHPR190 dans la cellule.  
 
Il aurait été possible de déterminer plus finement où et quand a lieu ce clivage dans les 
cellules, par des expériences de vidéo en temps réel de cellules incubées avec le SHPR190 
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groupé à un fluorochrome dans sa partie amino-terminale. De cette manière, nous aurions pu 
étudier le comportement du peptide ne possédant pas la mutation GG/AR, en observant la 
fluorescence émise dans les cellules.  
 
c) Les mutations de la cystéine en position 4 (C132) dans l’heptapeptide et de la 
cystéine de SUMO-1 peuvent permettre de renforcer l’activité du SHPR190 
Bien que la séquence heptapeptidique 190 ait été montrée comme la plus efficace contre 
l’activité de Rev dans des tests fonctionnels en cellules de mammifères (Roisin et al., 2004), 
nous avons voulu savoir s’il est possible d’améliorer encore son affinité pour Rev.  
L’ensemble des observations suggère qu’il n’est pas possible d’optimiser réellement 
l’efficacité du SHPR190 dans son action contre Rev en modifiant l’un des résidus de la 
séquence 190. Cependant, la substitution de la cystéine en position 4 (C132 dans la séquence 
du SHPR190) permet de maintenir une inhibition correcte de la fonction Rev, avec l’avantage 
d’éviter la formation de ponts disulfure avec les cystéines intrinsèques en positions 68 et 133, 
ou avec des cystéines présentes sur d’autres protéines.  
 
Par ailleurs, la mutation de la cystéine 68 présente dans SUMO-1 semble présenter les mêmes 
intérêts, puisque l’action contre Rev est conservée et nous éliminons la probabilité de former 
des ponts disulfures et donc de modifier les propriétés du peptide.  
 
d) Le domaine de pénétration peut être remplacé par un domaine polyarginine, 
mais au détriment de l’activité du SHPR190 
Dans la perspective d’une utilisation thérapeutique des molécules SHP, il fallait imaginer une 
stratégie permettant d’éviter des procédures de thérapie génique lourdes et complexes. Le 
domaine basique de Tat présente la propriété de rentrer dans les cellules, et permet de faire 
pénétrer des protéines auxquelles il est fusionné (Frankel and Pabo, 1988; Fawell et al., 1994 ; 
Schwarze et al., 2000). Puisque les molécules SHP sont destinées à des fins thérapeutiques 
contre le HIV-1, l’utilisation du domaine de transduction issu de la protéine virale Tat ne 
semble pas inapproprié. Nous l’avions donc sélectionné pour permettre la libération des 
molécules dans le milieu intracellulaire.  
 
Cependant, l’usage d’une telle séquence virale pose le problème de son immunogénicité, 
puisqu’il suppose le développement par l’organisme hôte de réponses immunitaires 
spécifiquement dirigées contre ces déterminants antigéniques.  
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Par ailleurs, la littérature indique qu’il est possible de remplacer cette séquence par un peptide 
de synthèse aux propriétés similaires, et en particulier par une séquence polyarginine (Futaki 
et al., 2001).  De telles séquences ont été  montrées à plusieurs reprises comme étant aussi 
efficaces voire plus que le PTD de Tat pour la transduction intracellulaire (Futaki et al., 2001 ; 
Thorèn et al., 2003 ; Fuchs and Raine, 2003). 
 
C’est pourquoi nous avons regardé s’il est possible d’améliorer le pouvoir pénétrant du 
SHPR190 en remplaçant le PTD de Tat par un motif polyarginine, et sans affecter l’action 
inhibitrice. Bien que cette substitution ne modifie pas la pénétration du SHP dans les cellules, 
nous avons constaté que l’activité inhibitrice est réduite par rapport au SHPR190 sauvage. Le 
domaine de pénétration se situant à proximité de la séquence inhibitrice proprement dite, il est 
très probable qu’il participe à l’action antivirale du SHPR190. Il semble donc délicat de 
remplacer la séquence de Tat par une séquence hétérologue, même si celle-ci permet de 
renforcer le pouvoir pénétrant et réduit l’immunogénicité du SHPR.  
 
e) Le domaine GAD ne peut pas être éliminé complètement de la séquence du 
SHPR190 
Le domaine GAD se situe à proximité de la séquence heptapeptidique 190, puisqu’il a fait 
partie de la molécule « proie » lors du criblage en double hybride chez la Levure (Roisin et 
al., 2004).  Nous avons imaginé qu’il était possible d’éliminer ce domaine GAD dans la 
molécule SHPR190, puisque son rôle se limite à priori à  cette étape de criblage.  
 
Cependant, nous avons observé qu’une partie au moins de la séquence GAD doit être 
conservée pour ne pas perturber de manière drastique l’activité du SHPR190. Ainsi, seuls les 
six résidus amino-terminaux (mutation ΔG2) peuvent être éliminés de la séquence SHPR190, 
et les quatre résidus adjacents à la séquence heptapeptidique doivent être conservés. 
 
I.2.2. Vers une molécule SHPR optimale…. 
 
La synthèse des données obtenues dans ces travaux nous a permis d’élaborer une molécule 




Ainsi, la molécule finale pourra être exempte du motif Flag mais conservera la protéine 
SUMO-1 ainsi que les résidus alanine / arginine à la place des deux glycines carboxy-
terminales. Par ailleurs, nous avions choisi de conserver 6 résidus du domaine GAD (mutation 
ΔG2) et de substituer les cystéines en positions 68 et 132.  
 
Cependant, des premiers tests sur l’activité de Rev ont indiqué que la molécule ainsi créée 
n’est pas efficace contre Rev. D’autres analyses doivent être faites afin de confirmer les 
premiers résultats, en utilisant notamment la lignée stable créée dans notre laboratoire ainsi 
que des cellules infectées par le HIV-1.  
 
La difficulté évidente d’obtenir une séquence plus efficace que le SHPR190 initialement 
identifié par double hybride chez la Levure valide cependant la fiabilité et la performance de 
cette méthode de criblage. Celle-ci permet en effet de définir directement les séquences les 
plus affines pour un partenaire donné, à l’image de cette étude avec Rev et les SHPR.  
Par ailleurs, il semble nécessaire d’effectuer un nouveau criblage, en incluant l’ensemble de la 
zone de reconnaissance de la séquence SHPR pour Rev. En effet, celle-ci ne se limite pas à la 
séquence heptapeptidique initialement identifiée, mais elle semble inclure quelques résidus du 
domaine GAD et du PTD. Il s’avère donc important de réitérer l’étape de criblage, en incluant 
dans la séquence « proie » les résidus qui semblent participer à l’efficacité du SHPR, à savoir 
les 6 résidus du domaine GAD (mutation ΔG2) et une partie du PTD, de la séquence Tat ou 
polyarginine.  
Par ailleurs, puisque la séquence du SHPR190 impliquée dans l’action contre Rev ne se limite 
pas à l’heptapeptide seul, il aurait été intéressant d’analyser l’effet d’une molécule identique 
mais ne possédant pas l’heptapeptide, ou possédant chaque résidu de la séquence 190 dans un 
ordre aléatoire. Les résultats auraient permis de confirmer le rôle de la séquence 190  dans 
l’action inhibitrice.   
 
I.3. Mécanismes de pénétration des SHPR 
 
I.3.1. Le SHPR190 diffuse de manière passive à travers les membranes plasmiques  
 
La libération de protéines à l’intérieur des cellules grâce à des peptides capables de traverser 
les membranes est une méthodologie assez récente, qui est devenue depuis quelques années 
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un moyen efficace pour délivrer des molécules thérapeutiques spécifiques afin de modifier les 
fonctions cellulaires. Ces molécules cargos ne sont pas seulement des protéines, mais aussi 
des oligopeptides, des oligonucléotides, des billes magnétiques ou encore des liposomes, et on 
dénombre à l’heure actuelle plus de 100 rapports décrivant le succès de cette méthode pour 
moduler les fonctions cellulaires (Figure 72).  
Les peptides à l’origine de cette pénétration partagent un motif appelé « domaine de 
transduction protéique » ou PTD (Schwarze and Dowdy, 2000). Parmi eux peuvent être cités 
le domaine basique de Tat (Schwarze et al., 2000), le facteur de transcription VP22 du virus 
HSV-1 (Herpes Simplex Virus type 1) ou encore la pénétratine, un peptide dérivé de la 
protéine antennapedia de la Drosophile (Derossi et al., 1996 ; Schwarze et al., 2000). 
 
De très nombreux travaux ont étudié les propriétés de transduction du PTD de Tat (Fawell et 
al., 1994 ; Futaki et al., 2001 ; Eguchi et al., 2001). Ainsi, le domaine 48-57 de la séquence de 
Tat est constitué de résidus basiques et hydrophobes, et permet de faire rentrer des protéines 
hétérologues à l’intérieur des cellules, indépendamment de leur taille ou de leur fonction 
(Gius et al., 1999 ; Vocero-Akbani et al., 1999 ; Jin et al., 2001 ; Wang et al., 2002).  
 
Bien que d’un intérêt thérapeutique grandissant, les mécanismes moléculaires responsables de 
cette propriété intrinsèque inhabituelle sont sujets à de nombreuses controverses. En effet, il a 
longtemps été proposé que le phénomène de transduction est un processus rapide, 
indépendant de la température ou de l’énergie, suggérant une pénétration directe à travers la 
bicouche lipidique des cellules (Fawell et al., 1994 ; Schwarze et al., 2000). En effet, des 
observations en microscopie de cellules fixées ou des analyses en cytométrie de flux ont 
montré que l’internalisation n’était pas interrompue lorsque les cellules étaient incubées à 
basse température ou en présence d’inhibiteurs de l’endocytose. Selon cette hypothèse, un 
PTD semble potentiellement capable de pénétrer dans tous les types cellulaires, 
indépendamment de la présence de récepteurs de surface spécifiques.  
 
Toutefois, il est apparu plus tard que les mécanismes intervenant dans le phénomène de 
pénétration sont plus complexes, et souvent différents en fonction du type cellulaire, de la 
nature du domaine de pénétration ainsi que du cargo auquel il est fusionné (Richard et al., 
2003 ; Futaki, 2006). En particulier, il a été montré que la fixation des cellules pour 
l’observation en microscopie provoque une rentrée artéfactuelle des PTD, qui fausse les 
interprétations. En effet, la charge globalement positive des domaines de pénétration permet 
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de fortes interactions avec les surfaces cellulaires, où ils s’accumulent en forte quantité. Les 
traitements utilisés pour la fixation des cellules fragilisent les membranes, permettant aux 
peptides accrochés à la surface des cellules de pénétrer et de s’accumuler dans le noyau par 
leur affinité pour les acides nucléiques (Lundberg et al., 2003).  Par ailleurs, cette forte 
adhérence sur les membranes cellulaires conduit à une surestimation de la fluorescence lors de 
l’analyse en cytométrie de flux, qui inclut celle des peptides accrochés à la face externe des 
membranes plasmiques (Richard et al., 2003, Lundberg et al., 2003). Ces deux artéfacts 
peuvent désormais être évités, d’une part par la microscopie de cellules vivantes et 
l’utilisation de groupements fluorescents, et d’autre part par un traitement des cellules 
(trypsine ou héparine) avant leur analyse en cytométrie de flux, afin de décrocher les 
molécules accrochées aux membranes  (Richard et al., 2003 ; Lundberg et al., 2003).  
Ainsi, il a été montré que le PTD de Tat et certains peptides dérivés pénètrent dans les cellules 
et s’accumulent sous forme de points. Par ailleurs, ce processus serait inhibé par la baisse de 
température et par la déplétion en ATP cellulaire (Richard et al., 2003). La pénétration du 
domaine basique de Tat ou de motifs polyarginine impliquerait donc la participation des 
phénomènes actifs de l’endocytose.  
Par ailleurs, des auteurs ont montré que plusieurs types d’endocytose interviennent, distincts 
notamment de l’endocytose impliquant les vésicules de clathrine, et mettent en avant la 
participation de composants membranaires pour l’accumulation des peptides à proximité des 
membranes (Suzuki et al., 2002 ; Fittipaldi et al., 2003 ). Des travaux plus récents indiquent 
que les peptides traversent les membranes par macropinocytose (Wadia et al., 2004 ; Nakase 
et al., 2004). Ce processus implique une réorganisation du cytosquelette d’actine, pour former 
une exubérance de la face externe de la membrane plasmique, qui va permettre d’engloutir les 
peptides associés à la membrane.  
Ainsi, il semblerait que l’association des peptides à la surface cellulaire, par liaison affine 
entre les résidus basiques et certains composants membranaires chargés négativement, initie 
le processus d’internalisation (Vivès, 2003). Les mécanismes d’endocytose, et plus 
particulièrement la macropinocytose, interviendraient ensuite pour permettre la rentrée des 
peptides dans la cellule. Ces derniers, ainsi accumulés dans des macropinosomes, atteignent le 
cytosol probablement en traversant la membrane endosomale complexés à des molécules 
anioniques (Futaki, 2006) ou en désintégrant cette membrane (Wadia et al., 2004 ; Fuchs and 
Raines, 2004) (Figure 73). 
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Nos résultats sont en désaccord avec ce modèle, puisqu’ils indiquent que les SHP pénètrent 
dans les cellules par un mécanisme indépendant de la température et des inhibiteurs de 
l’endocytose ou de la macropinocytose. Cependant, ils s’accordent avec d’autres auteurs qui 
montrent que, dans des conditions similaires à celles que nous avons choisies, le PTD de Tat 
ainsi qu’un motif de sept arginines n’utilisent majoritairement pas la voie de l’endocytose 
pour rentrer dans les cellules (Thorèn et al., 2003).  
Par ailleurs, les observations par microscopie de lymphocytes vivants traités avec un SHP 
fluorescent ont indiqué que celui-ci est réparti de manière forte dans le noyau, mais également 
sous forme de points dans le cytoplasme. Cela suppose que, outre la participation majoritaire 
d’un processus d’internalisation passif, une minorité des protéines pourrait utiliser la voie de 
l’endocytose, caractérisée par une accumulation typique des protéines sous forme de points 




Comme déjà mentionné, un élément très important dans la détermination du mode de 
pénétration dans les cellules est la taille de la molécule à internaliser. En effet, les petits 
cargos, à l’image de séquences de pénétration d’une dizaine d’acides aminés, sont aisément 
capables de diffuser à travers les membranes cellulaires. A l’inverse, de plus grosses 
molécules, fusionnées à un PTD, nécessitent l’intervention de vésicules d’endocytose, qui les 
engloberont dans leur totalité et les feront passer dans le milieu intracellulaire.  
 
En ce qui concerne l’import des SHP jusqu’au noyau, nos résultats indiquent que ce processus 
est affecté par la température, puisque l’accumulation des peptides dans le noyau semble 
réduite à 4°C. D’autres auteurs ont également observé une distribution diffuse de molécules 
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internalisées dans les cellules, réparties à la fois dans les compartiments nucléaires et 
cytoplasmiques, sans toutefois donner de véritable explication à cette modification de 
localisation intracellulaire (Thorèn et al., 2003). Par ailleurs, la participation de récepteurs de 
l’import comme ceux de la famille des importines soutient l’hypothèse qu’il s’agit d’un 
phénomène actif, et donc dépendant de la température et de l’énergie.  
 
Cependant, la baisse apparente de l’accumulation du SHPR190 dans le noyau pourrait 
également résulter d’une compartimentalisation particulière du peptide dans des vésicules 
présentes dans le cytoplasme. En effet, le SHPR190 pourrait être accumulé dans des 
compartiments cellulaires particuliers, d’où il sort dans des conditions de température 
normales, mais où il resterait séquestré à basse température. Cette hypothèse pourrait être 
validée par les observations en microscopie, qui montrent une fluorescence, correspondant au 
SHP marqué, sous forme de points dans le cytoplasme.  
 
Enfin, et en accord avec la littérature, la distribution des SHP que nous avons observée dans 
des cellules vivantes diffère de celle obtenue lorsque les lymphocytes avaient été fixés, pour 
l’immunofluorescence à l’aide d’un anticorps dirigé contre l’épitope Flag, présent sur les SHP 
(Roisin et al., 2004). En effet dans ce cas, les SHP apparaissaient de manière diffuse dans 
l’ensemble de la cellule. Ces résultats, bien que montrant d’ores et déjà l’internalisation des 




I.3.2. L’affinité pour les membranes cellulaires dépend de la nature du PTD 
 
L’étude des différents domaines de pénétration a permis de définir certains attributs de ces 
séquences qui semblent favorables à la pénétration intracellulaire. En effet, nos données 
indiquent que la nature du domaine de pénétration dirige l’intensité des interactions avec les 
membranes cellulaires, et pourrait par conséquent gouverner une partie du processus de 
transduction.   
 
Nous avons ainsi observé que le renforcement de l’hélice alpha du domaine basique de Tat 
(PTD2) réduit l’affinité du motif pour les membranes. Des auteurs ont montré au contraire 
qu’un tel domaine est très actif pour promouvoir la rentrée dans les cellules (Ho et al., 2001). 
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Cependant, ces études ont été menées sur de petites séquences formées d’un domaine PTD 
groupé à la fluorescéine, et par des observations de cellules fixées.  
Il est évident que la différence de taille entre les peptides étudiés par ces auteurs et les SHP 
explique, du moins en partie, les divergences obtenues.  
 
De la même manière, des motifs basiques plus hétérogènes que le PTD de Tat n’ont pas 
prouvé leur efficacité (PTD3, PTD4, PTD6).  
 
Par contre, nous avons montré que des motifs de 7 ou 9 arginine (PTD5 et PTD7) sont 
relativement avides pour les membranes cellulaires. Ces résultats sont en accord avec la 
littérature, qui montre une pénétration forte de protéines fusionnées à des motifs de 8 à 10 
arginines (Futaki et al., 2001 ; Fuchs and Raine, 2003, Thorèn et al., 2003). Cependant, la 
longueur de la chaîne polyarginine semble également être un facteur important pour la 
pénétration, puisqu’un motif de 11 arginines (PTD8) n’est plus actif pour promouvoir la 
rentrée dans les cellules.  
 
D’autres auteurs ont montré que, dans des cellules fixées, l’augmentation du nombre 
d’arginine au delà de huit résidus réduit l’efficacité d’internalisation des peptides, alors qu’il 
n’en est pas le cas sur cellules vivantes (Nakase et al., 2004). Nos résultats seraient en accord 
avec les observations sur cellules fixées, qui suggèrent des différences d’affinité pour les 
membranes, mais ne trouvent également pas de véritable interprétation (Lundberg et al., 
2003). Les divergences peuvent également être expliquées par l’utilisation de molécules 
cargos différentes. En effet, comme déjà mentionné, l’efficacité de transduction dépend 
intimement des propriétés intrinsèques de la protéine fusionnée au PTD, en particulier sa 
taille, sa structure tertiaire, sa forme et sa polarité.  
 
Nous avons observé qu’une chaîne polylysine (PTD9) possède une bonne affinité pour les 
membranes cellulaires. Plusieurs auteurs ont montré qu’il est possible, grâce à une séquence 
polylysine, de faire rentrer dans les cellules des macromolécules comme la β-galactosidase 
(Mai et al., 2002) ou la catalase (Jin et al., 2001). D’autres auteurs ont également indiqué 
qu’une protéine fusionnée à ce motif et dénaturée pénètre mieux que la même protéine fixée 
au PTD de Tat (Park et al., 2002). Il semble donc que les résidus lysines, à l’image des 
arginines, sont capables de s’associer aux membranes, et dans certains cas d’induire la 
pénétration intracellulaire. 
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Cependant, d’autres auteurs suggèrent le contraire et stipulent l’importance des groupements 
guanidine des arginines (Suzuki et al., 2002 ; Thorèn et al., 2003). Selon leur hypothèse, les 
groupements guanidine des arginines semblent essentiels pour les interactions avec des 
composants membranaires, qui peuvent être des protéines anioniques exposées à la surface 
cellulaire ou insérées dans la membrane, des chaînes glycosylées de glycoprotéines 
extracellulaires -comme les glycosaminoglycans -, ou encore les extrémités des 
phospholipides membranaires.  
 
Par ailleurs, plusieurs rapports soulèvent l’importance de composés polysulfonés comme les 
glycosaminoglycans (GAG) pour la transduction. En effet, l’absence de ces derniers de la 
surface cellulaire bloque le phénomène de pénétration, qui est également inhibé en présence 
de composés saccharides et/ou sulfonés solubles comme les GAG ou l’héparine, pour lesquels 
le PTD de Tat possède une forte affinité (Hakansson et al., 2001 ; Tyagi et al., 2001 ;  Suzuki 
et al., 2002). De tels composés pourraient permettre l’accumulation des peptides PTD à la 
membrane plasmique, processus qui pourrait favoriser l’internalisation sans pour autant être 
nécessaire (Futaki et al., 2003).  Ainsi, le type de cellules utilisé pour évaluer la pénétration 
des PTD est également un facteur pouvant influencer les résultats. 
 
 
 I.3.3. Conclusions…. 
 
Il semble bien délicat de réunir l’ensemble des données obtenues par les nombreux travaux 
réalisés pour comparer l’efficacité de transduction des différents PTD. En effet, les résultats 
sont souvent contradictoires, et il est impossible d’établir des conclusions universelles quant à 
l’activité de ces PTD. 
 
Il est évident que ces différences sont principalement dues à l’utilisation de séquences 
peptidiques très variées et de types cellulaires distincts. En effet, la séquence des différents 
PTD testés dans ces études module très probablement les interactions avec certains 
composants membranaires, et elle est responsable de l’affinité très variable des cargos pour 
les membranes cellulaires. Ces interactions impliquent des liaisons électrostatiques entre les 
groupements chargés positivement sur le PTD et des composants anioniques de la membrane.  
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Il est également probable que des reconnaissances plus spécifiques interviennent, comme il en 
est le cas avec les groupements guanidine des arginines. De telles interactions expliqueraient 
pourquoi certains auteurs ont observé qu’un peptide composé de quatre arginine (R4) pénètre 
beaucoup moins bien qu’un peptide R8 ou R16, puisqu’il n’implique qu’une faible 
association avec la membrane (Nakase et al., 2004).Par ailleurs, l’adhérence des molécules 
sur les membranes semble affectée par l’expression de certaines protéines à la surface des 
cellules, ce qui explique les résultats parfois controversés obtenus en fonction du type 
cellulaire utilisé. 
 
La nature de la molécule cargo contribue aussi de manière forte à l’efficacité de pénétration, 
et elle détermine également le mécanisme utilisé pour traverser les membranes cellulaires. En 
particulier, la taille de la molécule joue un rôle prépondérant dans l’efficacité de transduction 
et dans le processus utilisé pour la pénétration. En effet, on peut imaginer que les petites 
molécules peuvent diffuser à travers les membranes, alors que les cargos de plus grosse taille 
nécessitent la formation de larges vésicules comme celles formées par macropinocytose.  
 
Enfin, il a été montré que des protéines dénaturées pénètrent mieux dans les cellules, la 
dénaturation réduisant les contraintes structurales pouvant bloquer le passage à travers les 
membranes (Park et al., 2002). Le niveau de repliement de la molécule cargo semble donc 
intervenir dans le processus de transduction.  Un tel scénario a été vérifié dans le cas des SHP 
(non illustré), mais aucune différence d’efficacité de pénétration n’a été observée entre les 
formes native ou dénaturée du peptide. Ainsi, la taille des SHP, leur polarité et la nature du 










II. Bilan de l’étude de la régulation de Rev 
par l’ubiquitine et SUMO-1 
 
 
II.1. Rev et l’ubiquitine 
 
II.1.1. Rev est polyubiquitylée dans des cellules transfectées 
 
Dans cette dernière partie du travail, nous avons montré que la protéine Rev est ubiquitylée 
dans une lignée cellulaire adhérente transfectée. Ainsi, dans un contexte où la concentration 
intracellulaire en ubiquitine est renforcée, nous avons observé des formes polyubiquitylées de 
la protéine virale. Par ailleurs, nous avons observé un profil de migration principalement dans 
les très hauts poids moléculaires, et aucune bande n’est visible à des positions plus basses, ce 
qui indique l’absence d’addition d’un ou peu de monomères d’ubiquitine sur Rev.  
 
Cependant, nous n’avons pas examiné si la protéine virale est pareillement modifiée dans des 
conditions cellulaires physiologiques, c’est-à-dire dans des cellules infectées par le HIV-1. Il 
serait intéressant d’étudier le profil de migration des protéines Rev exprimées dans le cadre 
d’une infection, en utilisant une lignée cellulaire ciblée par le HIV-1, comme par exemple une 
lignée lymphoïde, et chroniquement infectée par un provirus exprimant la protéine virale.  
Toutefois, de telles investigations se heurtent à des problèmes techniques certains. En effet,  
le niveau de protéines Rev présentes dans des cellules infectées est très faible, puisqu’elle 
exerce un effet rétroactif négatif sur sa propre expression. Dans un tel contexte, il semble 
évidemment difficile d’extraire par immunoprécipitation les protéines Rev, ainsi que d’en 
visualiser les formes polyubiquitylées. 
 
L’ubiquitylation consiste à conjuguer un monomère d’ubiquitine sur un résidu lysine du 
substrat. Afin de déterminer le résidu cible de cette modification sur Rev, nous avons réalisé 
une mutagenèse exhaustive de ses trois lysines en arginine, acide aminé permettant de 
conserver une charge électrique similaire. Nous avons ainsi montré que la lysine en position 
pénultienne dans la séquence Rev, c’est-à-dire la lysine 115, est la cible de l’ubiquitylation. 
En effet, la mutation de cette lysine bloque la fixation des chaînes d’ubiquitine sur la protéine 
virale, et nous ne détectons plus de produits modifiés.  
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L’analyse comparative de séquences connues de Rev parmi les différents isolats de HIV-1 
montre que la lysine 115 est relativement bien conservée, et particulièrement dans les sous-
types A et B (Figure 74). Cette conservation suggère l’importance de cette lysine pour une 
activité optimale de la protéine virale, et suppose que l’ubiquitylation de Rev est une 




II.1.2. Les formes polyubiquitylées de Rev sont plus stables mais moins actives dans 
la cellule 
 
L’analyse de l’abondance intracellulaire de la protéine Rev sauvage et des différents mutants 
lysine a montré que la mutation de la lysine cible de l’ubiquitylation, K115, provoque une 
forte déstabilisation de la protéine virale. Ainsi la formation de longues chaînes de 
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polyubiquitine sur Rev ne déstabilise pas la protéine, mais semble au contraire corrélée avec 
une augmentation de sa concentration intracellulaire.  
 
Un rôle non déstabilisateur de l’ubiquitylation a été documenté pour d’autres protéines 
virales. En particulier, il a été montré que l’ubiquitylation de la protéine régulatrice Tat du 
HIV-1 n’induit pas sa dégradation mais exerce un effet positif sur son activité 
transcriptionnelle (Bres et al., 2003). Par ailleurs, la polyubiquitylation du transactivateur Tax 
du virus HTLV-1 module son activité (Peloponese et al., 2004), et régule ses fonctions 
nucléaires et cytoplasmiques sur la voie NF-κB (Nasr et al., 2006) . D’une manière similaire à 
Tax, il semblerait que l’ubiquitylation de Rev atténue son activité, puisque l’absence de 
conjugaison de l’ubiquitine sur Rev s’accompagne d’une très légère augmentation de sa 
fonction. 
 
Par ailleurs, certains facteurs de transcription, généralement instables, deviennent stables mais 
inactifs une fois ubiquitylés, la région cible de l’ubiquitylation étant celle nécessaire à leur 
activation (Muratani and Tansey, 2003). Il est possible qu’il en soit ainsi pour Rev, puisque 
nous avons vu que la liaison de l’ubiquitine renforce sa stabilité mais réduit son activité.  
La région cible de l’ubiquitylation serait alors probablement partagée avec un facteur 
cellulaire ou viral impliqué dans l’activité de Rev.  
 
Selon cette hypothèse, il est probable que les chaînes de polyubiquitine empêchent la fixation 
de partenaires cellulaires de Rev comme hCRM1, ou perturbent sa liaison avec les ARNm 
viraux.  En effet, la conjugaison d’un ou plusieurs monomères d’ubiquitine sur un substrat 
modifie sa conformation et peut altérer ses domaines d’interaction avec des co-facteurs. De 
cette manière, l’ubiquitylation joue le rôle d’interrupteur pour diriger avec précision les 
interactions moléculaires intervenant dans les fonctions de diverses protéines. Les longues 
chaînes de polyubiquitine fixées sur Rev pourraient cacher tout ou partie des domaines 
d’interaction avec un facteur cellulaire ou viral, ou entrer en compétition sur le site de liaison 
pour ce partenaire. 
 
Il est également possible que l’ubiquitine affecte la répartition de Rev dans la cellule, puisque 
le mutant RevK115R s’accumule préférentiellement dans le noyau. Bien qu’aucun rôle de 
l’ubiquitine sur le transport nucléo-cytoplasmique de protéines navettes ne soit vraiment 
établi, il a été montré que la protéine SUMO-1, une protéine apparentée à l’ubiquitine, dirige 
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la compartimentalisation de certaines protéines cellulaires (Matunis et al., 1996) ou virales 
(Rangasamy et al., 2000). Nous pouvons alors imaginer que les chaînes d’ubiquitine formées 
sur Rev jouent un rôle dans sa translocation à travers le noyau. En effet, si cette modification 
a lieu dans le cytoplasme, elle pourrait bloquer l’import de Rev jusqu’au noyau, où elle prend 
normalement en charge les messagers viraux. Par contre, si l’ubiquitine fixe Rev dans le 
noyau, elle pourrait intervenir dans la translocation de la protéine virale jusque dans le 
compartiment cytoplasmique. 
 
Il semble très intéressant d’étudier le comportement de la protéine Rev mutée sur sa lysine en 
position pénultienne dans un contexte cellulaire physiologique. En effet, il est techniquement 
possible d’introduire cette mutation dans une séquence provirale, puis d’infecter des cellules 
lymphoïdes avec cette construction. L’analyse de l’efficacité de la réplication virale ou le 
suivi du profil des ARNm viraux présents dans ces cellules permettraient de définir le 
véritable rôle de l’ubiquitine sur la fonction de cette protéine virale.  
 
II.1.3. Rôles des chaînes  d’ubiquitine K33 et K27 sur les substrats 
 
La formation de chaînes de polyubiquitine sur un substrat monoubiquitylé fait intervenir un 
résidu lysine spécifique sur l’ubiquitine. Ce résidu lysine détermine la conformation adoptée 
par la chaîne de polyubiquitine fixée sur le substrat. Ces différents types de chaînes 
d’ubiquitine induisent des signaux variables qui jouent un rôle spécifique sur la fonction du 
substrat (Pickart and Fushman, 2004). En particulier, les chaînes d’ubiquitine K48 ciblent 
classiquement le substrat vers la dégradation par le protéasome. A l’inverse, les chaînes K63 
régulent l’activité de leur substrat et interviennent dans sa localisation intracellulaire ou dans 
ses interactions avec d’autres facteurs.  
Le rôle des chaînes K11 n’est pas encore bien établi, bien qu’elles semblent induire la 
dégradation par le protéasome in vitro (Baboshina and Haas, 1996). De la même manière, les 
chaînes d’ubiquitine impliquées dans l’adressage de certains substrats vers le protéasome 26S 
semblent pouvoir s’initier via la lysine 29 (Koegl et al., 1999).  
Le rôle des chaînes impliquant les lysines 6, 27 ou 33 est quant à lui moins bien connu. Des 
auteurs ont montré que le suppresseur de tumeur BRCA1 complexé à BARD1 peut être 
polyubiquitylé par des chaînes K6, ce qui semble stabiliser le complexe (Wu-Baer et al., 
2003). Par ailleurs, cette modification particulière aurait un rôle dans l’activité de 
BRCA1/BARD1, indiquant l’importance biologique des chaînes d’ubiquitine K6.  
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Nous avons étudié le type de chaînes d’ubiquitine formé sur Rev, en utilisant des mutants de 
l’ubiquitine pour lesquels une seule des sept lysines est fonctionnelle, les autres étant mutées 
en arginine, substitution qui permet de conserver la charge positive globale de la protéine. 
Nous avons ainsi montré que la liaison entre les monomères d’ubiquitine, pour former une 
chaîne fixée sur Rev, s’effectue principalement via la lysine 33, et dans une moindre mesure 
via les lysines 27 et 63.  Ces données expliquent pourquoi les formes polyubiquitylées de Rev 
ne sont pas massivement dégradées, puisque la lysine 48 n’intervient pas dans le branchement 
de l’ubiquitine sur Rev.  
 
Il est maintenant bien documenté que les chaînes K63 peuvent réguler les interactions 
protéiques des substrats ou leur distribution dans la cellule. La participation probable de K63 
dans la modification de Rev suppose un rôle régulateur de l’ubiquitine dans les interactions 
entre Rev et sa cible virale ou un partenaire cellulaire, ou sur sa localisation intracellulaire.  
Des auteurs ont montré, par une approche protéomique, qu’un branchement par la lysine 33 
est possible chez la Levure, ce qui suggère que cette lysine pourrait être impliquée dans la 
régulation des fonctions protéiques (Peng et al., 2003). Cependant chez les mammifères, 
aucun rapport n’a établi un tel type de branchement.  Le rôle de cette lysine ainsi que celui de 
K27 n’est donc à l’heure actuelle pas encore défini. Nos observations leur suggèrent un rôle 
non protéolytique, et stipulent que ce type de chaîne d’ubiquitine pourrait participer, à l’image 
des chaînes K63, à la modulation des interactions protéiques ou à la localisation intracellulaire 
des substrats.  
 
 
  II.2. Rev et SUMO-1 
 
L’ensemble des travaux réalisés sur des cellules adhérentes transfectées avec la protéine 
SUMO-1 indique que Rev n’est pas modifiée par sumoylation dans un tel contexte cellulaire.  
L’hypothèse que l’ubiquitylation et la sumoylation pourraient entrer en compétition pour la 
fixation sur la lysine 115 de Rev est donc exclue, et la protéine SUMO-1 ne semble pas 
intervenir dans la régulation de la fonction Rev.  
 
Il aurait malgré tout été intéressant de vérifier ces résultats dans des cellules infectées par le 
HIV-1. En effet, la transfection de cellules et la surexpression de protéines spécifiques qui en 
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résulte peuvent perturber certaines fonctions cellulaires. Par ailleurs, il est possible que les 
protéines SUMO-1 soient affectées à d’autres substrats cellulaires et modifient ainsi leur 
comportement. Dans des cellules infectées, les concentrations intracellulaires des protéines 
virales et cellulaires sont à leur équilibre physiologique, ce qui permettrait de conclure de 
manière exhaustive quant à la régulation de Rev par SUMO-1.  
 
Une expérience intéressante serait également de bloquer la voie de sumoylation, puis de 
regarder le comportement de Rev. En effet, il est possible d’inhiber la sumoylation par 
l’expression de la protéine adénovirale Gam-1, qui est capable de fixer l’enzyme E1 
intervenant dans le branchement de SUMO sur un substrat (Colombo et al., 2002). Par des 
expériences de transfection transitoire, nous pourrions évaluer si l’activité de Rev est 
modifiée lorsque les processus de sumoylation sont bloqués.  
 
 
II.3. Autres modifications de Rev?  
 
Nous avons mis en évidence que Rev peut être polyubiquitylée, et que cette modification 
augmente sa concentration dans la cellule mais module son activité. Nous avons également 
montré que Rev n’est pas modifiée par la protéine SUMO-1, qui n’intervient pas dans la 
régulation de la protéine virale. Il est également connu que Rev est phosphorylée sur plusieurs 
de ses résidus sérine, mais que ces modifications n’ont pas d’impact particulier sur sa fonction 
(Cochrane et al., 1989a ; Cochrane et al., 1989b).  
 
Les résidus lysines des protéines peuvent également être les cibles d’autres modifications, 
comme l’acétylation, la méthylation, l’hydroxylation. Toutes ces modifications permettent de 
réguler les interactions des substrats avec d’autres protéines, et gouvernent ainsi les fonctions, 
les interactions, et la localisation intracellulaire de nombreuses protéines cellulaires ou 
virales.  
 
Par exemple, la protéine Tat du HIV-1 subit diverses modifications qui permettent de réguler 
très finement les différentes étapes intervenant dans sa fonction transactivatrice (Hetzer et al., 
2005). Elle est en effet modifiée par acétylation, méthylation, ubiquitylation et sumoylation, 
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selon une hiérarchie coordonnée dans le temps et dans l’espace afin de permettre l’activation 
de la transcription du génome viral.    
Il a également été montré que la phosphorylation de la protéine p53 sur différents résidus 
sérine régule son activité, en recrutant des partenaires cellulaires ou en permettant d’autres 
modifications post-traductionnelles. Par exemple, la phosphorylation des sérines 18 et 20 de 
p53 permet l’acétylation des lysines carboxy-terminales, ce qui empêche son ubiquitylation 
(Bode and Dong, 2004).  
 
Nous avons ciblé notre étude sur les rôles de l’ubiquitine et de SUMO-1 dans la fonction Rev, 
mais d’autres modifications post-traductionnelles pourraient également intervenir, pour 
catalyser la liaison de l’ubiquitine sur Rev ou pour permettre des interactions particulières 
avec des facteurs cellulaires. Par ailleurs, il est possible que plusieurs modifications post-
traductionnelles s’exercent sur Rev en fonction de la progression du cycle viral ou selon l’état 
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